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Abstract

  Objective : Propionibacterium acnes (P. acnes) is a major pathogenic bacteria for acne vulgaris. This study was 

performed to evaluate the effects of Lithospermum erythrorhizon extracts on the inflammatory cytokines gene 

expression by P. acnes in human keratinocytes, HaCaT cell line.

  Methods : Anti-bacterial activity and cytotoxicity of LE extracts was analyzed by agar plate culture and  XTT 

assay. The cytokines gene expressions were assessed by real time RT-PCR for IL-8, MCP-1 and TNF-α. During the 

cell culture and treatments, amounts of secreted TNF-α were measured by ELISA. Translocation of transcription 

factor NF-κB from cytoplasm into nucleus was observed by immunocytochemistry and confocal microscopy. 

  Results : There were no anti-bacterial effects and cytotoxicity as high as 1,000 ㎍/㎖ of LE extracts in XTT assay. 

Transcription levels of inflammatory cytokines, IL-8, MCP-1 and TNF-α were increased by P. acnes in HaCaT. LE 

extracts decreased the upregulated gene transcription levels. However, amounts of secreted TNF-α were similar in 

HaCaT cells with P. acnes and LE extracts. Translocation of NF-κB into nucleus by P. acnes was significantly 

inhibited by LE extracts. 

  Conclusions : From the results of this study, LE extracts have anti-inflammatory effects on HaCaT cells by P. 

acnes that decreased the mRNA expressions of IL-8, MCP-1 and TNF-α. This anti-inflammatory effects of LE extracts 

could provide the potential of therapeutic substance for acne vulgaris.
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Ⅰ. 서  론

  여드름은 모피지선단위(pilosebaceous unit)의 만성 

염증성 질환으로서여드름의 병리학적 기전은 비염증

성 병변과 염증성 병변으로 대별된다1)
. 비염증성 병

변은 면포(comedo)를 일컫는데 면포란 여드름이 발생

하는 피지샘성 모낭(sebaceous hair follicle) 내에 각

질, 피지, 세균이 차 있는 상태로 IL-1α의 증가, 5α

-reductase type 1의 증가, 리놀레산 감소 등으로 인

한 모낭누두부와 피지샘 도관부의 각화이상, 피지샘 

도관각질층의 부적절한 박리에 의해 일어난다. 이러

한 면포의 생성은 여드름의 염증성 병변을 유발하는 

요인이 된다2,3)
.

  여드름의 염증성 병변은 주로 Propionibacterium 

acnes (P. acnes)의 증식으로 인한 각질세포의 반응에 

의해 나타난다4)
. P. acnes의 LPS는 피부 각질세포에

서 TNF-α, IL-8, MCP-1 등의 생성을 증가시키며 이

들의 작용으로 단핵구 세포의 Prostaglandin 합성, 주

화성인자(chemotactic factor)의 유리 증가 등 다양한 염

증반응이 유발된다2)
. 이러한 반응과정에서 IL-1, IL-6, 

TNF-α, GSF, MCF 등이 생성되며, Neutrophil, 

Eosinophil 등의 granulocyte가 활성화된다5)
.

  세포내 cytokine 발현을 조절하는 transcription 

factor로는 NF-κB와 JAK-STAT 등이 알려져 있는

데 이들은 리보좀에서 생성된 후 핵내로 유입되어 유

전자 발현을 촉진하므로 이들의 작용을 억제하는 것

은 여드름을 치료하는 중요한 수단이 될 수 있다6)
.

 여드름은 한의학적으로 面疱, 肺風粉刺, 痤瘡, 粉刺, 

痤, 面嗣, 面皻, 皻疱, 嗣面 등의 범주에 속하는데
7,21,22)

 肺熱血熱, 脾胃積熱, 熱毒熾盛, 血瘀痰凝, 陰虛

血熱, 衝任不調 등의 원인으로 발생하며 치료는 淸肺

胃, 淸熱解毒, 淸熱凉血滋陰, 健脾化痰利濕淸熱, 淸熱

化濕通腑, 活血去瘀하는 방법을 위주로 하여 치료한

다8)
. 이러한 여드름이 발생하는 기전은 다양하나 임

상에서 흔히 보는 血熱型 面疱에 대해 淸熱凉血法이 

일반적으로 사용된다. 紫草는 淸熱藥 중 淸熱凉血藥

에 속하며 性은 寒, 無毒하고 味는 甘하다10)
. 紫草는 

肝, 心經에 歸經하는데 性味가 甘寒質潤하고 淸潤시

키는 效能이 있어 血分에 들어가 凉血活血, 解毒透疹, 

淸熱利濕, 泄火通便하여 血熱型 面疱에 응용되는 本

草이다9)
. 최근 연구 결과, 紫草는 항염작용 및 TNF-

α, iNOS 생성 억제효과를 타나냈으며11)
, 아토피성 

피부염을 억제하고12)
 비만세포의 알러지 염증반응을 

억제하였다13)
. 따라서 淸熱凉血藥으로서 血熱型 面疱

에 사용되는 紫草의 항호르몬활성과 항염, 항균작용
9,14)은 호르몬 분비와 P. acnes로 인해 유발되는 여드

름 치료에 응용될 수 있을 것으로 판단되었다.

  각질세포(keratinocyte)는 표피세포의 약 95%를 차

지하는 주요구성성분으로서 표피의 각질층을 생성할 

뿐만 아니라 여러 cytokine들을 생산하며 염증반응과 

면역반응에도 관여한다1)
. 이러한 각질세포의 체외모

델 연구들에서 피부암 유래의 각질세포주인 

HaCaT(Human Keratinocyte cell line) 세포주가 사

용되고 있다. 근래에 보고된 硫黃, 如意金黃散, 顚倒

散 등의 여드름에 대한 연구들에서도 HaCaT 세포주

가 사용된 바 있다15-17)
.

  본 연구에서는 다양한 염증 반응에 효과를 나타내

는 紫草 추출물이 여드름의 병태에 어떠한 영향을 미

치는지 알아보기 위해 인간의 각질세포주인 HaCaT 

세포주의 염증 관련 cytokine 유전자 발현을 측정하

였다. 紫草가 P. acnes에 의해 유발된 HaCaT 세포주

의 염증 모델에서  IL-8, MCP-1, TNF-α 등의 유전

자 발현에 미치는 영향과 NF-κB의 이동에 미치는 

영향을 평가하고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 균주와 세포주 

  실험에 사용한 인간 각질세포주인 HaCaT (Human 

Keratinocyte cell line) 세포주는 아산병원 생명과학

연구소에서, 혐기성 균주인 여드름 유발균주 P. acnes 

(KCTC 3314)와 피부상재균인 Staphylococcus 

epidermidis (KCTC 1917)는 한국생명공학연구원 생

물자원센터에서 분양받아 사용하였다. 

2) 시약

  紫草 추출물은 국가지정연구소재은행인 동물생리활

성물질자원은행(진주, 경상대학교)에서 70% 에탄올로 

추출한 후 동결건조한 상태로 공급받아 100% DMSO

로 용해하여 사용하였다. P. acnes는 생물자원센터

(KCTC, Korea)에서 분양받아 일정 기간 동안 혐기성 

조건에서 배양한 후, 95℃에서 5분간 가열하여 살균

하고 동결 건조하여 사용하였다. 동결 건조한 100 ㎎

의 분말을 칭량하여 10 ㎖의 증류수로 용해하여 세포

에 100 ㎍/㎖의 농도로 처리하였다. 세포 독성을 확인하

기 위하여 XTT Reagent (Welgene Inc, Korea)를 사

용하였다. 각각의 면역 반응 유발물질들이 처리된 세포

들에서 total RNA는 Trizol reagent (Invitrogen, 

Germany)를 사용하여 분리하였으며, cytokine 유전

자들의 발현 양상을 확인하기 위한 real-time 

RT-PCR primers 는 Table 1에 나타낸 염기서열로 

합성하였으며, Master mix는 SYBR Fast qPCR kit 

ABI prism (KAPA biosystems, USA) 제품을 사용

하였다. P. acnes  처리 후 HaCaT 세포주에서 유리

된 TNF-α 양을 측정하기 위한 ELISA kit은 Tumor 

Necrosis Factor-α (TNF-α) Human, ELISA kit, 

pink-one (Koma Biotech, Korea) 제품을 사용하였

다. 항균 실험을 위한 Erythromycin은 Sigma (USA)

에서 구입하였다.

2. 방법

1) 세포 배양 및 독성 실험

  HaCaT 세포주는 DMEM에 10% fetal bovine 

serum (FBS), 100 U/㎖ penicillin과 100 ㎍/㎖ 

streptomycin을 첨가한 배지를 사용하여 37℃, 5% 

CO2 조건의 배양기에서 배양하였다. 배양액은 2일 마

다 교환해 주었으며, 계대배양은 배양 중인 세포들이 

플라스크의 80% 정도 자랐을 때 각 세포주의 기본 

배지로 수세한 후 새로운 플라스크에 분주하였다. 계

대배양 과정에서는 10% FBS 조건을 유지하였다. P. 

acnes는 혐기성 조건 및 37℃ incubator에서 72시간 

동안 배양하였다. 

  紫草 추출물의 세포독성을 확인하기 위해 96-well 

plate에 HaCaT 세포주를 일정량(1×10
4
/㎖)을 접종하

여 24시간 동안 배양하였다. 초기 배양 후 紫草를 각

각 (0, 1, 10, 100, 1000 ㎍/㎖)의 농도로 처리하여 48

시간동안 추가 배양하였다. 추가 배양 후 XTT 시약

을 각 well에 첨가하고, 2시간 동안 incubator에서 반

응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 450 ㎚에서 흡

광도 측정하여 증식된 세포의 수를 비교하여 세포 독

성 결과를 확인하였다.  

2) 항균 효능 측정

  紫草의 항균 능력을 평가하기 위해 paper disk 

diffusion test를 시행하였다. 혈액 한천 배지 및 

Mülller-Hinton 배지에 피부상재균인 Staphylococcus 

epidermidis와 여드름 유발균인 P. acnes 균주를 각

각 접종하고, 멸균된 8 ㎜ paper disk를 올려놓은 후, 

그 위에 1, 10, 100, 1000 ㎍/㎖ 농도의 紫草 추출물

을 50 ㎍/disk로 처리하였다. 처리한 시료가 배지에 

모두 흡수되도록 실온에서 10분간 정치시킨 다음 호기

성 또는 혐기성 조건의 37℃ incubator에서 배양하였다. 

양성대조군으로 100 ㎍/㎖ 농도의 erythromycin을 이용

하여 억제환의 직경이 10 ㎜ 이상인 경우에 항균 효

능이 있는 것으로 판정하였다.
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3) P. acnes 및 紫草 추출물의 처리

  사이토카인 유전자 발현에 미치는 영향을 분석하기 

위해 HaCaT 세포주를 6-well plate에 각각의 세포주

를 일정량 (2×10
5
/㎖) 접종한 후에 여드름 유발 균주

인 P. acnes의 동결건조 분말을 증류수에 100 ㎍/㎖

의 농도로 용해하여 처리하였다. 처리 농도는 기존의 

연구 결과들과  세포 독성 실험 결과를 참고하였다. 

紫草 추출물의 처리 농도는 세포 독성 실험 결과에서 

대조군에 비해 90% 이상의 증식율을 나타낸 100 ㎍/

㎖의 농도로 처리하였다.

4) 사이토카인 유전자 발현 양상 분석

  ① 실시간 역전사 중합효소 연쇄반응 (Real time 

RT-PCR)

  각각의 시료에서 추출된 total RNA의 양은 

spectrophotometer로 정량하였으며, 그 상태는 2% 

agarose gel 전기영동 후 18s와 28s rRNA band를 

전기영동을 통해 관찰하였다. 추출한 total RNA 1 ㎍

을 72℃에서 5분간 변성시킨 후, reverse 

transcription mixture (5X PrimeScript
TM 

Buffer, 

PrimeScript
TM

 RT Enzyme Mix I, 50 μM Oligo 

dT Primer, 100 uM Random 6 mers, RNase Free 

dH2O)에 혼합하여 37℃에서 1시간 동안 반응시켜 

RNA에 대한 complementary DNA (cDNA)를 합성

하였다. 합성된 cDNA 2 ㎕와 각각의 유전자에 대한 

primers (Table 1)를 SYBR Fast qPCR kit (KAPA 

biosystems, USA)와 혼합한 후, Taq polymerase 활

성의 최적화를 위해서 50℃에서 2분간, 초기 변성

(denaturation)은 95℃에서 10분간 수행한 후에, 증폭

을 위해 95℃에서 15초, 60℃에서 1분의 주기를 40회 

반복 시행하였다. 사용된 primer들은 Genebank 

database를 기준으로 Primer3 프로그램을 이용하여 

제작하였다. cytokine mRNA 발현양은 GAPDH 유

전자를 내부대조군(internal control)으로 사용하여 보

정을 실시하여 각각의 유전자 발현 양상을 정량적으

로 비교하였다. PCR 최종산물을 2% agarose gel 상

에서 전기영동하고 ethidium bromide로 염색한 후 

관찰하였으며, SYBR green을 이용한 real time PCR

의 신뢰성을 확인하기 위해 melting curve 분석과 단

계적 희석(serial dilution) 시료를 이용하여 PCR 

efficiency를 확인하였다(Fig. 1).

  ② 효소결합 면역흡착 분석법(Enzyme-linked 

immunosorbent assay: ELISA)

  각각의 시료에서 배양액으로 유리된 TNF-α를 측

정하기 위해 실험  과정에서 배양액을 수획하여 측정 

전까지 -70℃에서 보관하였다. 일차적으로 TNF-α에 

대한 mouse monoclonal antibody가 도포되어 있는 

96-well plate에 시료를 처리하기 전에 비특이적인 반

응을 억제하기 위해 0.05% Tween-20이 포함된 PBS

를 사용하여 2번 수세하였다. 제조사의 사용방법에 

따라 negative control과 positive control 그리고 시

료를 96-well plate에 1시간 동안 처리하였으며, 발색 

반응 결과를 Genios ELISA reader (Tecan, 

Switzerland)를 사용하여 450㎚에서 흡광도를 측정하

였다. 시료의 TNF-α 농도는 흡광도에 대한 표준농

도곡선을 이용하여 계산하였다.

5) 면역형광 세포화학염색법

(Immunofluorescent cytochemistry)

  각각의 시료에서 세포질 내에서 활성화된 NF-κB

의 핵 내부로의 이동(translocation) 여부를 알아보기 

위해 mouse monoclonal NF-κB p65(F-6) antibody 

(Santacruz, sc-8008)를 1차 항체로 사용하고, 2차 항

체로는 goat anti-mouse IgG rhodamine-conjugate 

antibody (Invitrogen, USA)를 사용하여 공초점 현미

경(Confocal microscope; Zeiss, Germany)을 통하여 

관찰하였다. 관찰된 형광이미지를 세포질과 핵질로 

구분하여 NF-κB의 intensity를 Zeiss image 

analysing program으로 정량화하여 비교하였다. 

3. 통계적 검증

  통계적 분석은 SPSS 17.0 program을 이용하였고, 
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각각의 유전자 발현 양상과 TNF-α의 분비량에 대한 

비교는 One-way ANOVA test를 시행하였다. 사후 

Table 1. Primers of Various Cytokines for Real-time RT-PCR

Name of genes  

(GeneBank No.)  
Primer sequences (5'--->3')

Product size 

(bp)

Melting Tm 

(℃)

IL-8 

(NM_000584.2)

F GAATGGGTTTGCTAGAATGTGATA  
129 76

R CAGACTAGGGTTGCCAGATTTAAC  

MCP-1

(NM_002982)

F ACTCTCGCCTCCAGCATGAA  
72 81

R CAGACTAGGGTTGCCAGATTTAAC  

TNF-α 

(NM_000594.2)

F CATGTTGTAGCAAACCCTCAAG  
150 85

R GAAGAGGACCTGGGAGTAGATG  

GAPDH 

(NM_002046.3)

F ACTGCCAACGTGTCAGTGGT  
320 85

R TGGTCCAGGGGTCTTACTCC  

Abbreviation

IL-8: interleukin-8, MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1, TNF-α: tumor necrosis factor-α, GAPDH: glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase.

 

Fig. 1. Evaluation of real time RT-PCR products and efficiency by agarose gel electrophoresis, melting curve 
analysis and standard curve analysis with serial diluted sample.

검증으로 Turkey test를 사용하여 비교하였으며 통계

학적인 유의 수준은 p < 0.05로 하였다.
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Ⅲ. 결  과

1. P. acnes에 대한 紫草 추출물의 항균 효능

  紫草 추출물이 여드름 유발균주인 P. acnes에 대하

여 항균 효능을 나타내는지를 알아보기 위해 디스크 

확산법을 이용하였다. 보관 중인 P. acnes를 접종하

고, 72시간 동안 배양한 후에 디스크 주위에 형성된 

억제대를 관찰하였다. 항생제인 erythromycin에서는 

억재대의 직경이 10 ㎜ 이상으로 관찰되었으나, 열수 

紫草 추출물과 에탄올 紫草 추출물을 처리한 두 가지 

처리군의 모든 농도에서 억제대가 관찰되지 않았다

(Fig. 2).

Fig. 2. Antibacterial activity of Jacho extracts against P. 
acnes and Staphylococcus epidermidis. A and 
B: S. epidermidis culture in blood agar plate 
with Jacho extracts. C and D: P. acnes culture 
in Mülller-Hinton agar plate with Jacho extracts. 
A and C: Jacho extracts with distilled water. B 
and D: Jacho extracts with ethanol. 
Concentration of Jacho extracts were 0, 1, 10, 
100, 1000 ㎍/㎖ in disk 1, 2, 3, 4, 5, 
respectively. Erythromycin (100 ㎍/㎖) in disk 6 
was used as a positive control. 

2) HaCaT에 대한 紫草 추출물의 세포 독성 

  인간 각질 세포주인 HaCaT를 각 well당 1x10
4개

의 세포를 넣은 후 세포의 부착 및 안정을 위해 24시

간 동안 5% CO2 incubator에서 배양한 후 다양한 농

도의 紫草 추출물(0, 1, 10, 100, 500, 1,000 ㎍/㎖)을  

각각 48시간 동안 처리하였다. 처리한 모든 농도에서 

紫草 추출물의 세포독성은 관찰되지 않았다(Fig. 3).

Cell viability (%)

Jacho extracts 
with D.W.

Jacho extracts 
with EtOH

Concentrati
ons of 
Jacho 

extracts 
(㎍/㎖)

0 100±2.3 100±5.0

1 104.7±3.1 99.0±3.8

10 101.1±4.4 101.7±2.1

100 102.0±5.7 98.9±1.7

500 94.9±0.1 94.6±0.1

1,000 100.7±0.1 101.7±0.1

Fig. 3. Cytotoxic effects of Jacho extracts with distilled 
water and ethanol on HaCaT cells. Data are 
presented by mean±S.D.

3) 紫草 추출물 처리에 따른 HaCaT의 형태학적 

변화 

  인간 각질세포인 HaCaT 세포주에 紫草 추출물과 

P. acnes를 각각 0, 12, 24, 48시간 동안 처리하였을 

때 세포의 형태학적인 변화는 관찰되지 않았다(Fig. 4).
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Fig. 4. Morphological features of HaCaT cells after 
treatments of Jacho extracts and P. acnes 
(×200). Scale bars represented 100 ㎛.

IL-8 Jacho P. acnes
P. acnes
+Jacho

12 hr 1.80 0.24 0.21 

24 hr 0.87 0.15 0.21 

48 hr 1.18 3.89 0.32 

MCP-1 Jacho P. acnes
P. acnes
+Jacho

12 hr 0.23 0.51 1.51 

24 hr 0.31 0.55 0.52 

48 hr 0.23 0.01 0.52 

TNF-α　 Jacho P. acnes
P. acnes
+Jacho

12 hr 0.47 0.29 0.41 

24 hr 1.37 1.54 0.63 

48 hr 0.63 2.94 0.53 

Fig. 5. Quantitative analysis of IL-8, MCP-1 and TNF-α mRNA expressions by real time RT-PCR in HaCaT cells 
after treatments of Jacho extracts and P. acnes. 

  Abbreviation : same as Table 1

4) HaCaT의 염증성 사이토카인 mRNA 발현에 

미치는 영향 

  염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-8, MCP-1의 

mRNA 발현 양상을 real-time RT-PCR 방법으로 분

석한 결과는 Fig. 5에 나타내었다. 여드름 유발균을 

처리하였을 때 증가되는 TNF-α와 IL-8 mRNA가 

紫草 추출물을 동시에 처리한 경우에 24시간과 48시

간 처리군에서 감소됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 5). 그

러나 MCP-1 mRNA는 여드름 유발균과 紫草 추출물

을 동시에 처리한 경우에 그 발현양이 12 시간에 비

해 24 시간에는 감소하였지만 48시간까지는 유지되는 

것으로 나타났다(Fig. 5).
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5) HaCaT에서 P. acnes에 의한 TNF-α 

유리에 미치는 영향

  인간 각질세포인 HaCaT 세포주에 여드름을 유발한

다고 알려져 있는 균주인 P. acnes와 紫草 추출물을 처

리한 후 TNF-α의 배양액으로의 유리 양상을 ELISA 

방법으로 분석하였다. 전체 시료들에서 TNF-α 유리 양

상은 55.14 pg/㎖에서 86.17 pg/㎖로 다소 차이가 있었

으나 통계적으로 유의한 차이는 없었다(Fig. 6).

Control Jacho P. acnes
P. acnes
+Jacho

0 hr 64.38±1.32 55.64±0.72 59.79±2.15 55.14±1.39

12 hr 61.51±1.02 57.75±0.71 57.08±1.75 56.04±1.07

24 hr 63.60±1.38 65.39±2.30 60.00±1.18 69.31±4.35

48 hr 60.25±2.37 68.77±1.17 69.91±0.84 76.80±3.18

Fig. 6. Secretion of TNF-α from HaCaT cells after 
treatments of Jacho extracts and P. acnes. Data 
are presented by mean±S.D.

6) HaCaT의 NF-κB 핵내이동에 미치는 영향

  염증 관련 사이토카인 mRNA의 발현을 조절하는 

전사 인자인 NF-κB의 활성화 양상을 confocal 

microscopy 방법으로 분석하였다. 대조군에서 NF-κ

B의 핵내로의 이동은 45.46%로 관찰되었는데, P. 

acnes 처리에 의해 NF-κB의 핵내로의 이동이 

75.34%로 통계적으로 유의하게 증가하였다(Fig 7). 

이러한 P. acnes 처리에 의한 NF-κB의 이동 양상은 

紫草 추출물을 동시에 처리한 경우에 통계적으로 유

의하게 핵내로의 이동이 억제되는 것을 관찰하였다 

(Fig. 7). 이러한 NF-κB의 핵내이동 양상을 정량적

으로 분석하였다(Fig. 8).

Fig. 7. Immunocytochemical analysis of translocation of 
NF-κB from the cytoplasm into the nucleus by 
confocal microscopy in HaCaT cells after treatments 
of Jacho extracts and P. acnes. Nucleus and NF-
κB were stained with DAPI (blue color) and 
rhodamine-conjugate antibody (red color), 
respectively. Scale bars represented 50 ㎛.

Control Jacho P. acnes
P. acnes
+Jacho

NF-κB 
translocation

(%)
45.46±7.58 41.89±9.00 75.34±7.85 41.02±8.10

Fig. 8. Quantitative analysis of translocation of NF-κB 
from the cytoplasm into the nucleus in HaCaT 
cells after treatments of Jacho extracts and P. 
acnes. Data are presented by mean±S.D. 
Double asterisks (＊＊) indicate statistically 
significant differences (P < 0.01).
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Ⅳ. 고  찰

  紫草(Lithospermi radix)는 紫草科(지치과; 

Borraginaceae)에 속한 多年生 本草인 지치

(Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc)의 뿌

리를 건조한 것으로 해열작용, 항염작용, 항균작용, 

강심작용, 항종양작용,  피임작용 등의 약리작용을 나

타낸다9,10)
. 

  최근에는 紫草의 주성분인 시코닌(Shikonin)이 인

간 각질세포, 인간  소교세포, 인간 유방암세포, 생쥐

의 대식세포 등에서 NF-κB, AP-1, MAPK, Akt 등

의 여러 가지 유전자의 전사 활성화에 관련된 인자들

의 활성을 조절하여 iNOS, NO, pro-inflammatory 

cytokine 등 염증 반응과 관련 있는 물질들의 유전자 

발현을 조절하는 것으로 많은 연구들에서 보고된 바 

있다18-20)
.

  여드름은 한의학적으로 面疱, 肺風粉刺, 痤瘡, 粉

刺, 痤, 面嗣, 面皻,  皻疱, 嗣面 등의 범주에 속하는

데7,21,22)
 肺熱血熱, 脾胃積熱, 熱毒熾盛, 血瘀痰凝, 陰

虛血熱, 衝任不調 등의 원인으로 발생하며 치료는 淸

肺胃, 淸熱解毒, 淸熱凉血滋陰, 健脾化痰利濕淸熱, 淸

熱化濕通腑, 活血去瘀하는 방법을 위주로 하여 치료

한다8)
.

  최근에 여드름에 대해 처방 중심의 실험적 연구를 

통해 肺經風熱로  인한 面疱에 加減枇杷淸肺飮23)이, 

風熱毒으로 인한 面疱에 淸上防風湯24)이, 胃經風熱로 

인한 面疱에 升麻胃風湯25)이, 血熱, 血瘀 및 衝任不調

로 인한 面疱에 加味當歸芍藥散26)이, 瘀血性 面疱에 

加味活血湯27)이 좋은 효과를 거둔 것으로 보고된 바 

있다.

  이러한 여드름이 발생하는 기전은 다양하나 임상에

서 흔히 보는 血熱型 面疱에 대해 淸熱凉血法이 일반

적으로 사용된다. 紫草는 淸熱藥 중 淸熱凉血藥에 속

하며 性은 寒, 無毒하고 味는 甘하다10)
. 紫草는 肝, 心

經에 歸經하고 血分의 熱을 없애서 血熱型 面疱에 응

용되는 本草이다9)
. 

  여드름의 정확한 원인은 밝혀져 있지 않으나 다양

한 인자가 복합적으로 작용하여 여러 가지 임상증상

을 나타낸다. 대표적으로 모낭벽의 과각화 및 비정상적

인 탈락에 의한 면포형성(comedogenesis), 남성호르몬

(androgen)에 의한 피지 분비(sebum production)의 증

가, 박테리아(P. acnes)의 증식, 염증 유발, 피부장벽

기능의 이상, 유적적 요인, 환경적 요인, 모낭의 반응

성 등이 제시되고 있다28,29)
.

  여드름의 치료는 피지분비 조절, 모낭과다각질화 

교정, P. acnes 집락수 감소와 염증반응 억제를 기본

원칙으로 하는데 이 가운데 모낭과다각질화의 교정이 

가장 중요하다1)
. 경구 투약을 통한 전신 치료법으로 

isotretinoin, 경구 항생제, 경구 retinoid (vitamin A 

유도체), 경구 피임약, spironolactone 등을 사용하고, 

국소 도포 치료법으로 면포 용해제, 각질 용해제, 항

균제재, 또는 sulfur, resorcinol, salicylic acid 등의 

복합제재를 사용하고, 외과적 요법으로 압출

(extraction), 화학적 필링(chemical peeling), 미세박

피술(micro- dermabrasion) 그리고 광치료법 등을 사

용한다. 이처럼 여드름에 대한 치료법은 아직 단일 치

료법이 없으며 이러한 치료법에는 피부장벽의 약화로 

인한 만성적인 피부염, 점막 및 피부 건조, 여드름 관

련 균들에 대한 내성 등과 같은 부작용이 동반될 수 

있다30-34)
. 

  여드름의 병리학적 기전은 비염증성 병변과 염증성 

병변으로 대별되는데 비염증성 병변은 면포라는 기본

적 단위에서 시작된다2)
. 면포는 피지샘성 모낭

(sebaceous hair follicle) 내에 각질, 피지, 세균 등이 

차 있는 상태로 개방면포와 폐쇄면포가 있다. 개방면

포는 편평하거나 약간 융기된 구진의 형태로 나타나

며 중앙에는 어두운 색의 각질로 채워진 구멍이 관찰

된다. 이와 달리 폐쇄면포는 작은 구진의 형태로 구멍

이 없으며 염증병변의 전구병변으로 작용하기 때문에 

임상적으로 중요하다1)
.

  반면 염증성 여드름을 일으키는 과정에서는 혐기성 
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박테리아인 P. acnes의 증식이 주요한 요인으로 알려

져 있다4)
. P. acnes는 피부와 모낭 내에 존재하는 대

표적인 상재균(skin flora)으로서 혐기성 그람양성 간

균이며 호지성(lipophilic)으로 피지가 많은 부위에 주

로 생육한다. McGinley
35)

 등은 신체 각 부위의 피지

의 양과 P. acnes의 균수가 서로 관계되어 있음을 보

였는데 피지의 양은 얼굴 부위에서 가장 많았고 P. 

acnes의 균수도 가장 높았다. 정체된 피지는 모낭의 

공기순환을 차단하여 혐기성 세균인 P. acnes가 증식

하기 좋은 환경을 만든다. 모낭 내에서 P. acnes는 지

질분해효소(lipase)와 주화성인자(chemotactic factor) 

등을 분비하여 유리지방산을 만들고 모낭주위로 다형

핵백혈구를 끌어들인다. 그리고 다형핵백혈구가 P. 

acnes를 포식하면 가수분해효소를 분비하여 모낭벽을 

파괴하게 되고 모낭내용물이 진피내로 유출되어 염증

반응과 이물반응이 일어나게 된다1,2)
. 

  각질세포에서 생성, 분비되는 cytokine들 중 TNF-

α는 염증반응의 시작을 유도하는 전염증성 cytokine

으로서 그람음성세균 내독소 자극에 의해 단핵세포에

서 합성이 촉진되며 혈관내피로의 백혈구의 유착을 

증가시키고 Neutrophil, Eosinophil 및 Monocyte가 

세균을 죽일 수 있도록 활성화시키고 또한 IL-1, 

IL-6, TNF-α 자체 및 chemokine의 생성을 자극한

다5)
. Chemokine은 화학주성을 유발하는 세포분비물로

서 CXC, CC, C 및 CX3C subfamily로 구분한다36)
. 

IL-8은 CXC Chemokine으로서 Neutrophil을 유도하고 

활성화시키는 반면 MCP-1은 CC Chemokine으로서 

Neutrophil을 제외한 Monocyte, Lymphocyte, 

Basophil, Eosinophil, NK세포 등을 유도하고 활성

화시킨다37)
. 이러한 cytokine들이 면역과 염증반응에 

조절기능을 나타내기 위해서는 특이성과 고도의 친화

력을 갖춘 수용체와 결합한 후 신호전달 경로를 거쳐  

신호를 표적세포의 핵으로 전달하게 되는데 cytokine

의 신호전달 경로 중에서 NF-κB와 JAK-STAT 등

이 중요한 transcription factor로 알려져 있다1,6)
.

  전사조절인자의 활성을 나타내는 NF-κB는 

inhibitor인 IκB protein에 결합되어 세포질에 머물

러 있다가 세포가 TNF-α, IL-1β, bacterial 

lipopolysaccharide, 활성산소, 방사선 등에 의해 자극

을 받게 되면 세포내의 IKK complex가 활성화 되고 

IKK complex에 의해 IκB가 인산화 된 후 파괴됨에 

따라 NF-κB가 세포의 핵내로 이동하게 된다6)
. 핵내

로 이동한 NF-κB는 염증유발과 자가면역질환 유발, 

세포의 증식 및 사멸에 관련된 다양한 유전자의 전사

를 촉진하는 것으로 알려져 있으며 실제로 많은 항염

증제와 항암제가 NF-κB의 활성을 억제함으로써 약

효를 나타내는 것으로 알려져 있다38)
. NF-κB는 활성

화 되었을 때 핵내로 이동하여 NF-κB의 결합부위를 

가진 DNA에 특이적으로 결합하며 결합부위주변의 

유전자 발현을 촉진하는 것으로 알려져 있다39)
.

  紫草의 P. acnes에 대한 항균 효능을 측정한 결과, 

열수 紫草 추출물과 에탄올 紫草 추출물을 처리한 두 

가지 처리군의 모든 농도에서 억제대가 관찰되지 않

았다(Fig. 2). 본 실험에서는 기존의 연구들에서 보고

한 紫草의 항균 작용을 확인할 수 없었는데, 이는 항

균 효과가 있는 것으로 알려진 시코닌 성분의 함량이 

다소 낮았기 때문으로 생각된다. 그리고 紫草 전초를 

이용하여 추출하는 것보다는 紫草의 뿌리만을 사용하

여 추출하는 것이 시코닌 성분의 함량을 높일 수 있

을 것이다. 또한 항균성물질을 추출할 때 추출온도와 

에탄올 농도 그리고 pH변화에 따라서 紫草의 항균력

이 차이가 생기므로40)
 이에 대한 분석이 필요하리라 

생각된다.

  HaCaT 세포에 대한 紫草 추출물의 세포 독성은 

1,000 ㎍/㎖ 이하의 모든 농도에서 관찰되지 않았다

(Fig. 3). 紫草 추출물 처리에 따른 HaCaT의 형태학

적 변화를 관찰한 실험에서는 HaCaT 세포주에 紫草 

추출물과 P. acnes를 각각 0, 12, 24, 48시간 동안 처

리하였을 때 세포의 형태학적인 변화는 관찰되지 않

았다(Fig. 4).

  염증성 cytokine인 TNF-α, IL-8, MCP-1의 

mRNA 발현 양상을 real-time RT-PCR 방법으로 분
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석한 결과, 여드름 유발균을 처리하였을 때 증가되는 

TNF-α와 IL-8 mRNA가 紫草 추출물을 동시에 처

리한 경우에 24시간과 48시간 처리군에서 감소됨을 

관찰할 수 있었다.  그러나 MCP-1 mRNA는 여드름 

유발균과 紫草 추출물을 동시에 처리한 경우에 유의

성 있는 감소는 관찰되지 않았다(Fig. 5).

  紫草 추출물은 P. acnes에 의해 유발된 염증 관련 

cytokine인 IL-8, MCP-1, TNF-α의 mRNA 발현을 

억제하는 것으로 나타났으며, TNF-α 단백질의 발현

에서도 유사한 영향을 미칠 것으로 예상하였다. 그러

나 HaCaT 세포의 배양과정에서 배양액으로 유리된 

TNF-α 단백질의 양을 ELISA 방법으로 측정한 결

과, 각각의 시료들에서 통계적으로 유의한 차이가 나

타나지 않았다(Fig. 6). 이러한 결과는 피부 각질세포

에서 TNF-α의 분비를 조절하는 기작이 관련이 있을 

것으로 생각되며 TNF-α의 HaCaT 세포 내에서의 생

성과 분비에 대한 분석이 필요할 것으로 생각된다.

  염증 관련 cytokine mRNA의 발현을 조절하는 

NF-κB의 활성화 양상을 confocal microscopy 방법

으로 분석하였다. 비활성화 상태의 NF-κB는 세포질

에 존재하다가 활성화되면 핵내로 이동하게 되는데, 

P. acnes에 의해 핵내로 이동되어 활성화된 NF-κB

가 紫草 추출물 처리 시 통계적으로 유의하게 핵내로

의 이동이 억제되는 것을 관찰하였다(Fig. 7). 이러한 

NF-κB의 핵내이동 양상을 정량적으로 분석한 결과 

P. acnes로 처리한 군에서는 NF-κB의 활성도가 

75.34%였으나 여드름 유발균과 紫草 추출물을 동시

에 처리한 군에서는 NF-κB의 활성도가 41.02%로 

유의성 있는 감소를 나타내었다(Fig. 8).

  다양한 세포들에서 전사 활성 인자로 작용하는 

NF-κB는 P. acnes에 의해 세포질에서 핵으로 이동

이 유발되는 것을 관찰하였으며, 이는 염증 관련 

cytokine mRNA의 발현이 증가하는 것과 관련성을 

가지고 있다. 본 실험에서는 紫草 추출물을 처리하였

을 때 P. acnes에 의해 유발되는 전사 인자인 NF-κ

B가 핵으로 이동하는 것이 억제되어 염증 관련 

cytokine들의 mRNA 발현을 감소시키는 결과를 나타

냈다. 

  이상의 결과를 통해 紫草는 인간의 각질세포에서 

여드름 유발균에 의해 증가되는 염증성 cytokine들의 

mRNA 발현 양을 감소시키는 효과와 NF-κB의 세

포질에서 핵으로의 이동을 억제하는 효과가 있어서 

염증성 여드름 치료에 응용될 수 있을 것으로 판단된

다. 

  실험 결과 紫草는 염증성 여드름 치료에 응용될 수 

있을 것으로 인정되었는데 紫草는 항염작용 외에 항

호르몬활성을 갖고 있어서9,14)
 향후 紫草가 갖는 항호

르몬활성이 호르몬의 과잉분비로 유발되는 여드름에 

미치는 영향에 대한 지속적인 연구가 이루어져야 할 

것으로 사료된다.

Ⅴ. 결  론

  여드름 유발균인 P. acnes와 紫草 추출물을 인간 

각질세포인 HaCaT 세포주에 처리하여 염증 관련 

cytokine 유전자의 발현에 미치는 영향을 분석하여 

다음과 같은 결론을 얻었다.

  HaCaT 세포주에 대한 紫草의 세포 독성 실험에서

는 紫草 추출물 1,000 ㎍/㎖이하의 모든 농도에서 세

포독성이 나타나지 않았다. 紫草 추출물 처리에 따른 

HaCaT의 형태학적 변화를 관찰한 실험에서는 

HaCaT에 紫草 추출물과 P. acnes를 처리하였을 때 

세포의 형태학적인 변화는 관찰되지 않았다.

  紫草는 P. acnes에 의해 유발된 염증성 cytokine인 

IL-8, MCP-1, TNF-α 등의 mRNA 발현 증가를 감

소시키는 효과를 나타냈지만, HaCaT 세포주에서 유

리되는 TNF-α의 양에는 영향을 미치지 않았다.

  紫草는 P. acnes로 자극한 HaCaT 세포주에서 NF-

κB의 세포질에서 핵으로의 이동을 유의성 있게 억제

하는 효능을 나타냈다. 紫草에 의한 염증성 cytokine

들의 mRNA 발현 감소 효과는 전사 인자인 NF-κB
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의 세포질에서 핵으로의 이동이 억제되는 것과 관련

성이 있음을 확인하였다.

  이상의 결과를 통해 紫草는 인간의 각질세포에서 

여드름 유발균에 의해 증가된 염증성 cytokine들의 

mRNA발현 양을 감소시키는 효과와 NF-κB의 세포

질에서 핵으로의 이동을 억제하는 효과가 있어서 염

증 성 여드름 치료에 응용될 수 있을 것으로 판단된

다.
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