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요 약: 피부 자극과 부식 검사에 사용되는 동물실험을 대체하기 위한 방법으로 인공피부가 개발되어 왔다. 최근

에 본 연구진은 녹각교를 함유하는 새로운 인공피부를 구축하였다. 현재 연구에서는 녹각교를 포함하는 인공피

부를 사용하여 물질의 독성도 검사를 수행하였다. 그리하여 sodium dodecylsulfate (SDS) 또는 sodium car-

bonate를 인공피부에 도포하였고 표피의 손상 정도를 H&E와 면역조직화학 염색을 통하여 평가하였다. 인공피

부의 표피는 SDS와 sodium carbonate에 의해 농도 의존적으로 영향을 받았다. 더 나아가 이들 물질에 의하여 

p63의 발현이 감소하였다. 그러므로 녹각교를 함유하는 인공피부는 동물실험을 대체할 수 있는 모델로써 사용 

될 수 있고 in vitro에서 자극과 부식 검사 시험법의 발전에 도움을 줄 것으로 예상된다. 

Abstract: To substitute animal test, skin equivalents (SEs) have been developed for skin irritation and corrosion test. 

Recently, we have developed new SEs containing Cervi cornus Colla (CCC). In the present study, we used the SEs 

for cutaneous cytotoxicity test. Sodium dodecylsulfate (SDS) or sodium carbonate was applied to the SEs, and the epi-

dermal damage by H&E and immunohistochemical stains was evaluated. Our results showed that SDS or sodium carbo-

nate affected the epidermal part of SEs containing CCC in a dose-dependent manner and decreased the expression of 

p63. It is concluded that SEs containing CCC could be used for an alternative model of animal test and would be greatly 

helpful in the development of in vitro irritation and corrosion test.

Keywords: in vitro irritation test, non-animal test, cutaneous cytotoxicity, human skin equivalents, Cervi cornus Colla

1)1. 서    론

  피부는 사람의 몸 중 가장 많은 비중을 차지하는 조

직이며 외부의 환경으로부터 몸을 보호하는 주요한 

역할을 한다. 그렇기 때문에 해로운 물질이나 오염물, 
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자외선 등에 쉽게 노출된다. 또한, 화장품산업과 의약

산업이 크게 발전하고 있고 이와 관련하여 피부에 대

한 사람들의 관심 또한 증가하고 있어 미용이나 치료

를 목적으로 화장품이나 의약품 등에도 노출된다. 따

라서 피부에 직접 도포되는 물질의 수도 많아지며 이

에 따라 독성 물질이 피부에 미치는 영향에 대한 검사

도 발달되어 왔다. 
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  피부에 사용되는 물질들은 비면역적 접촉 피부염과 

면역적 접촉 피부염, 색소 변화, 면포형성, 발암 반응

을 주로 수반한다. 따라서 이와 관련된 독성도 검사가 

수행되어 왔다. 피부 독성도 검사는 토끼에서 수행되

었던 Draize test[1]를 비롯하여 여러 동물들을 통해서 

이루어져 왔으나 윤리적, 사회적, 법적인 이유로 인해 

이를 대체할 수 있는 방법들이 개발되고 있다. 특히 

최근 유럽연합에서 동물실험을 통과한 원료를 화장품

에 사용할 수 없도록 규제함으로써 동물실험을 대체

하여 물질의 독성을 확인하는 시험법의 개발이 절실

히 요구된다.

  동물실험을 대체하는 방법으로는 피부세포를 단층

배양한 후 물질을 처리하여 세포독성을 확인하는 

MTT assay가 대표적이다. MTT assay는 살아있는 세포 

안의 미토콘드리아의 효소들의 활성으로 인해 보라색 

formazan이 형성되고 이를 dimethyl sulfoxide (DMSO)

로 녹여내어 측정하는 방법이다. 하지만 이 방법은 물

에 잘 녹는 성분의 물질만을 사용해야 하는 것과 사람

의 피부와 다른 환경이라는 제한점을 갖는다[2]. 피부 

독성도 검사에서 동물을 대체하는 방법으로 MTT as-

say 외에 삼차원적으로 배양한 인공피부를 사용하는 

방법이 있다. 인공피부는 진피와 표피 그리고 각질층

으로 구축되고 물질 처리 시 인공피부 표면에 도포하

기 때문에 물에 녹지 않는 성분의 물질도 사용할 수 

있으며 피부 표피의 각질층의 구축에 따라 인체피부

에 대한 반응을 유사하게 재현할 수 있다는 장점을 가

지고 있다[2]. 

  인공피부의 목적은 사람 피부의 구조적, 기능적으

로 유사하게 구축하는 것이며 계속해서 발전하고 있

다. 앞에서 언급한 것처럼 인공피부의 구축에 있어서 

표피의 각질층과 표피와 진피 사이의 기저층의 발현

은 중요하다. 진피의 구성성분이 각질층의 발현에 영

향을 준다는 것은 잘 알려진 사실이다[3]. 따라서 풍부

한 extracellular matrix (ECM)을 포함하는 진피를 만들

기 위해 섬유아세포[4], dermal sheath cells (DSCs)[5], 

mesenchymal stem cells (MSCs)[6]의 세포들을 사용하

는 시도가 수행되어 왔다. 

  녹각은 녹용과 달리 골질화된 사슴의 뿔로 한국에

서 한방약제로 쓰인다[7]. 녹각은 16종의 아미노산과 

13종의 무기원소를 포함하고 있는 protein polsaccharide

이며[8], 이것을 물에 끓여 추출한 것이 녹각교이다. 

녹각은 B 세포의 항체 생성 능력을 증가시키며[7], 성

장판 내 연골세포 대사를 촉진하는 기능을 갖는다[9]. 

피부 진피의 구성성분인 ECM은 proteoglycan을 함유

하고 있고 이 proteoglycan의 대부분은 polysaccharide

로 이루어져 있다. 따라서 collagen만으로 진피기질을 

만드는 것보다 녹각교를 첨가함으로써 진피대체물에 

더 풍부한 ECM 환경을 조성해주는 것이라 사료되었

다. 따라서 본 연구에서는 표피의 각질화와 기저층의 

발달에 도움을 줄 수 있는 진피를 만들기 위해 진피에 

녹각교를 첨가하였고, 녹각교 함유 인공피부 모델을 

이용하여 실험하였다. 피부 자극물질로는 Organization 

of Economic Cooperation and Development (OECD) 가

이드라인에서 독성시험물질로 제시한 화합물 중 무기

물인 sodium carbonate와 계면활성제인 sodium dodecy-

lsulfate (SDS)의 두 가지를 선정하여 녹각교 함유 인공

피부에 대한 자극 정도를 병리조직학적 방법으로 관

찰하여 알아보았다. 특히 p63은 암 억제유전자(tumor 

suppressor gene)인 p53의 동족체로 잠재적인 표피 성

체줄기세포의 표식자로 알려져 있으며[10], 표피세포

의 성장과 분화를 조절하는 역할을 한다[11]. Invo-

lucrin은 표피각질세포막의 단백질 전구체 중 하나로 

각질형성세포의 분화 표식자이다[12]. 따라서 피부독

성도의 평가를 위하여 인공피부에서 p63과 involucrin

의 발현에 대한 연구를 진행하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 세포 배양

  사람의 각질형성세포주(HaCaT)는 Cell Lines Service 

(Eppelheim, Germany)에서 구입하였고, 사람의 섬유모

세포주(CCD-25Sk human fibroblasts)는 American Type 

Culture Collection (ATCC, USA)에서 구입하였다. 세포

들은 10%의 fetal bovine serum (FBS), 50 µg/mL의 스트

렙토마이신 및 50 U/mL의 페니실린을 첨가한 Dulbecco’s 

modified eagle’s medium (DMEM) 배지에서 37 ℃, 5% 

CO2의 조건하에서 배양하였다.

2.2. 콜라겐 추출

  랫드의 꼬리에서 콜라겐을 함유한 tendon을 뽑아 

70% 에탄올에 몇 분 담가놓은 뒤 phosphate buffered 

saline (PBS)로 옮겨 세척했다. 이후에 tendon의 물기를 
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일정 정도 뺀 다음 0.1% acetic acid에 넣어 4 ℃에서 

일주일 동안 교반하여 최종 농도가 10 µg/mL이 되도

록 제I형 콜라겐을 추출하였다.

2.3. 녹각교를 함유한 인공피부의 배양

  진피 대응물을 만들기 위해 랫드의 꼬리에서 추출

한 제I형 콜라겐, 10x 완충액(0.05 N NaOH, 0.26 mM 

NaHCO3, 200 mM HEPES), 10x 배지(DMEM : Ham’s 

nutrient mixture F12 = 3 : 1), 5 µg/mL 히알루론산 

(Hyaluronic Acid : HA, LG life sciences, Ltd. 한국) 및 

0.33 g/mL 녹각교(시원생약(주), 한국)를 준비하였으며,  

콜라겐, 10x 완충액, 10x 배지, 히알루론산과 녹각교를 

각각 7.5 : 1 : 1 : 0.4 : 0.1의 부피 비율로 혼합하여 진

피기질을 만들었다[13]. 진피 대응물은 3 ml의 진피기

질에 섬유모세포 3 × 10
5
 cells를 함께 혼합하여 24 mm 

transwell inserts (Corning, Inc., USA)에 넣어 37 ℃에서 

젤화하여 만들었다. 인공피부를 만들기 위해 젤 상태

인 진피대응물 위에 각질형성세포 1 × 10
6
 cells를 뿌

려주고 충분히 잠기도록 배양액을 넣어 1일 배양하였

고, 인공피부의 각질형성을 위해 transwell insert 밖에

만 배양액을 넣어 13일 동안 공기에 노출하여 배양하

였다. 인공피부를 배양액에 잠겨 배양할 때는 1 ng/mL 

epidermal growth factor (EGF, Invitrogen, corp. USA)를 

배양액에 처리하였고, 공기 노출 배양 시에는 10 ng/mL 

EGF을 처리하였다. 

2.4. 자극물질의 도포

  14일 배양한 인공피부 위에 농도별 SDS (0.01 ∼ 1%)

와 sodium carbonate (0.01 ∼ 100 µg/mL)를 도포하고 

3분 동안 유지한 후 phosphate buffered saline (PBS)으

로 세척하였다. 그리고 나서 37 ℃, 5% CO2의 조건하

에 공기 노출하여 16시간 동안 배양하였다.

2.5. 고정 및 면역조직화학염색

  배양이 끝난 인공피부조직을 transwell insert로부터 

분리하여 10% 포르말린에 24시간 고정한 후 파라핀

에 포매하여 블록을 만들었다. 만들어진 파라핀 블록

으로 미세절편을 얻어 Hematoxyline-Eosin (H&E) 염색 

및 면역조직화학염색을 시행하였다. 면역조직화학염

색의 일차 항체로는 p63 (Santa Cruz Biotechnology, 

USA)과 involucrin (Sigma chemical, USA)을 이용하였

고, 이차 항체로는 anti-mouse IgG (Thermo Fisher 

Scientific Inc, USA)를 이용하였다. 면역조직화학 염색

은 아비딘-비오틴-과산화효소 복합체 기법(avidin-bio-

tin-peroxidase complex method, UltraVision Detection 

System Anti-Polyvalent, HRP/DAB, Thermo Scientific, 

Inc., USA)을 이용하였다.

2.6. MTT Cell Viability Assay

  사람의 각질형성세포를 24 well plate에 1 × 10
4
의 밀

도로 분주한 후 밤새 배양하였고 24시간 동안 serum 

starvation을 진행하였다. 이후에 농도별 SDS (0.01 ∼ 

1%)와 sodium carbonate (0.01 ∼ 10 µg/mL)를 물질처리 

하였고 24시간 동안 37 ℃, 5% CO2의 조건하에 배양

하였다. 배양된 세포의 생존률 측정을 위해 5 µg/mL 

MTT 용액을 각 well 당 20 ul 분주하고 37 ℃에서 4시간 

배양한 후 배지를 버리고 DMSO로 보라색 formazan 

결정이 녹아 나오도록 10분 동안 교반하였다. 그리고 

나서 96 well plate에 100 ul씩 옮겨 담고 540 nm에서 

ELISA reader (VERSAMax, Molecular devices, USA)를 

이용하여 측정하였다.

3. 결    과

3.1. 단층배양에서의 세포 생존율 검사

  기존의 독성평가 방법으로 주로 사용하는 MTT as-

say를 이용하여 각질형성세포의 생존율을 관찰하였

다. 계면활성제인 SDS는 물리적으로 세포막에 구멍이 

생기게 하여 세포독성을 나타낸다. 농도별로 SDS를 

처리하고 현미경을 통해 육안으로 관찰했을 때, SDS 

0.01%의 농도에서는 대조군과 비교하여 세포의 수가 

눈에 띄게 적어진 것을 관찰하였다. SDS 0.05% 이상

의 농도에서는 육안으로 관찰하였을 때 물질에 의해 

세포막이 녹아서 세포의 수나 morphology를 관찰할 

수가 없었다. MTT assay의 결과에서도 SDS를 처리했

을 때 대조군과 비교하여 70 ∼ 80% 정도의 독성을 

관찰하였다(Figure 1A). 한편, 무기화합물인 sodium 

carbonate를 처리했을 때는 0.1 µg/mL까지의 농도에서

는 대조군의 생존율과 거의 비슷하였다. 그러나 1 

µg/mL의 농도부터 독성을 보이며 농도가 10 µg/mL 

일 때 약 60% 정도의 세포독성이 있는 것을 확인하였

다(Figure 1B).
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A B

Figure 1. Cytotoxicity test for SDS and sodium carbonate. HaCaT cells were seeded 1 × 10
4
 per well and were starved for 24 

hour before treatment of SDS or sodium carbonate. SDS (> 0.01) decreased about 80% of cell viability. Sodium carbonate 

showed cytotoxic effects in a dose-dependent manner. ** p < 0.01 compared to untreated control.

Figure 2. H&E and immunohistochemical staining for toxicity test of SDS. Sections of skin equivalents were hematoxylin/eosin 

stained and immunostained for p63 and involucrin. Original magnification (× 400).
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Figure 3. H&E and immunohistochemical staining for toxicity test of sodium carbonate. Sections of skin equivalents were 

hematoxylin/eosin stained and immunostained for p63 and involucrin. Original magnification (× 400).

3.2. Sodium Carbonate와 SDS가 인공피부에 미치는 영향

  녹각교가 함유된 인공피부에 농도별로 자극제를 도

포했을 때 인공피부의 조직학적 변화를 관찰하기 위

하여 H&E 염색을 진행하였다. 인공피부에 SDS를 가한 

경우, 0.05% 이상의 농도에서부터 인공피부의 표피가 

농도 의존적으로 손상되는 것을 관찰하였다(Figure 

2A-F). SDS의 농도가 0.05%에서는 표피의 중간 중간

에서 세포 간의 틈이 생긴 것을 관찰하였으며 0.1%에

서는 그 틈이 눈에 띄게 더욱 벌어진 것을 관찰할 수 

있었다. 또한, 0.5%의 농도에서는 표피의 상단부가 떨

어져 나갔으며, 1%의 농도에서는 더욱 더 떨어져 나

간 것을 관찰하였다. 한편, 녹각교를 함유한 인공피부

에 sodium carbonate를 농도별로 자극을 가한 경우에

는, 농도가 0.01 µg/mL에서 1 µg/mL까지는 대조군과 

비교하여 별다른 차이가 없었다(Figure 3A-D). 그러나 

10 µg/mL의 농도에서 표피의 세포 사이가 눈에 띄게 

갈라졌을 뿐만 아니라 상단부가 약간 떨어져 나간 것

을 관찰할 수 있었고, 100 µg/mL의 농도에서는 표피 

상단부의 세포들이 조금 더 떨어져 나간 것을 관찰하

였다(Figure 3E-F).

3.3. Sodium Carbonate와 SDS가 인공피부의 증식과 분

화에 미치는 영향

  자극제의 도포가 인공피부의 표피세포의 증식 및 

분화에 어떠한 영향을 주는지 관찰하기 위해 표피줄

기세포의 표식자인 p63과 표피분화세포 표식자인 in-

volucrin의 일차항체를 사용하여 면역조직화학 염색을 

수행하였다. SDS를 처리한 결과를 보면 p63과 in-
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volucrin이 표피층에 골고루 염색이 된 것을 관찰하였다

(Figure 2G-R). p63에 대한 염색에서 대조군은 SDS를 

처리한 군과 비교하여 염색의 정도가 약간 진한 것을 

확인할 수 있었으며 염색이 된 핵의 개수 또한 더 많

이 관찰할 수 있었다. Involucrin에 대한 염색은 SDS를 

처리한 농도와 관련 없이 대조군과 비교하여 차이가 

없음을 확인하였다. 또한, sodium carbonate를 처리한 

모델에서도 SDS와 비슷한 양상을 보였다. p63과 in-

volucrin이 표피층에 골고루 염색이 되었으며, 대조군과 

비교하여 농도와 관련 없이 sodium carbonate를 처리

한 군에서 p63의 염색이 흐리게 나타났으며 involucrin

의 경우에는 대조군과 비교하여 차이가 없음을 관찰

하였다(Figure 3G-R).

4. 고    찰

  여러 가지 물질로 인한 피부 독성은 저색소 침착과 

과색소 침착을 포함하는 색소 변화, 발암, 면포형성, 

면역적 접촉 피부염, 비면역적 접촉 피부염과 같은 피

부 반응을 일으키며 이에 관한 피부 독성도 검사가 대

부분 in vivo에서 수행되어 왔다. 이 중 비면역적 접촉 

피부염 반응 검사는 가장 발전되어 왔으며, 토끼의 각

막에 자극물질을 도포하여 수행되는 Draize test에서 

피부 세포의 2차원적 배양 방법을 통한 검사와 3차원 

인공피부를 통한 검사로 이어져왔다. 이러한 발전은 

실험실 동물들의 생존권 보호를 위한 대책으로 The 

U.S. Department of Transportation (DOT)와 OECD의 기

구에서 요구되어 왔으며 이와 관련한 가이드라인을 

구축해왔다[14]. 또한, 최근에 EU에서는 동물 실험을 

통해 실험한 원료를 포함하는 화장품의 판매를 금지

하고 있다. 이에 따라 한국에서도 동물실험을 대체할 

수 있는 실험실적 검사를 위한 연구가 진행되어 오고 

있다.

  피부 독성도 검사의 in vitro 실험방법으로는 섬유아

세포나 각질형성세포를 이차원 배양하여 물질을 처리

한 후 MTT assay 등의 독성 실험을 하는 방법과 인공

피부를 구축하여 피부세포를 삼차원으로 배양하여 물

질을 처리하는 방법이 있다. 인공피부는 용해되지 않

는 물질을 도포하여 처리할 수 있으며 피부와 비슷한 

구조로 구축된다는 장점을 가지고 있다. 따라서 독성

실험용 인공피부는 사람의 피부와 구조적, 기능적으로 

유사하게 구축되는 것이 중요하다. HaCaT 세포에서

의 독성도 검사에서 SDS의 경우 낮은 농도인 0.01%에

서부터 높은 독성을 나타내고 있다. 반면에 녹각교 함

유 인공피부에서는 0.1%부터 독성을 확인할 수 있다. 

Sodium carbonate의 경우에는 1 µg/mL 농도부터 농도 

의존적으로 세포 독성을 나타내고 있으며 녹각교 함

유 인공피부에서는 10 µg/mL 농도 이상의 군에서 표

피의 손상을 보이는 결과를 나타내고 있다. 단층배양

세포와 인공피부에서의 자극제에 따른 독성도는 약 

10배 정도의 차이를 보인다. 이러한 결과는 keratino-

cyte monolayer culture와 Episkin 상에서 수행했던 결과

와 비슷한 양상을 보이며, 이러한 차이는 인공피부의 

분화된 표피구조가 기여한다고 보고되어 있다[15]. 

  최근의 연구에서 본 연구진은 녹각교를 첨가한 인

공피부를 구축하였다[13]. 녹각교 함유 인공피부는 단

층으로 배양하는 성질을 갖는 HaCaT 세포를 사용함

에도 불구하고 여러 층으로 표피가 구축되었으며 기

저층 또한 잘 발달된 장점을 갖는다[13]. 따라서 본 연

구에서는 녹각교가 첨가된 인공피부에 독성도 검사 물

질인 SDS와 sodium carbonate를 사용하여 피부 독성도 

검사를 실시하였다. 우선, 각질형성세포주인 HaCaT 

세포에서의 생존율 검사는 SDS의 경우 0.01%의 농도

에서부터 약 80%의 독성을 보였지만 농도 별로 독성 

정도의 차이는 없어 보였다(Figure 1A). Sodium carbo-

nate의 경우에는 1 µg/mL의 농도부터 농도 의존적으

로 세포 생존율이 감소하는 경향을 보였다(Figure 1B). 

  한편, 녹각교 첨가 인공피부에서 SDS를 처리했을 

때, 0.05%의 농도에서부터 농도 의존적으로 표피의 

손상이 나타났다(Figure 2). 각질형성세포의 분화 마커

인 involucrin에 대한 면역조직화학염색에서는 대조군

과 비교하여 변화가 없는 반면에 표피줄기세포 마커

인 p63에 대한 염색에서는 대조군에 비교하여 자극제

를 처리한 군에서 적게 발현되었다. 이러한 결과는 녹

각교를 포함하지 않은 인공피부를 이용한 독성도 검

사에서 같은 자극제로 수행되었을 때,  대조군과 비교

하여 실험군의 p63의 발현 양상이 비슷한 양상을 보

였던 결과[16]와 차이가 있다. 또한, sodium carbonate

를 처리한 결과에서도 10 µg/mL의 농도 이상의 군에

서 표피의 손상을 보였으며 involucrin의 발현 정도는 

대조군과 차이가 없는 반면에 p63의 염색 정도가 대

조군에 비해 적게 발현된 것을 관찰하였다(Figure 3).  
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이러한 결과로 녹각교 함유 인공피부의 표피에 영향

을 주지 않는 자극 물질의 농도에서도 표피세포의 p63

의 발현에 영향을 주는 것으로 추측된다. 일반적인 skin 

equivalent 모델의 독성도 검사에서 p63에 대한 염색이 

대조군과 비교하여 차이가 없었으며 1회 도포의 자극

으로 각질형성세포의 성장에는 영향을 주지 않을 것

이라는 보고가 있었다[16]. 따라서 자극물질 처리 시

에 p63이 감소하는 결과를 통하여 자극물질이 세포의 

증식을 감소시키는 효과가 있다고 결론지을 수 있었

고, 이러한 결과는 형태학적인 변화를 주로 보여주는 

H&E 염색과는 달리 표피세포의 질적인 상태에 대한 

정보를 제공하여 준다. 

  녹각교 함유 인공피부는 단층으로 배양하는 성질을 

갖는 HaCaT 세포를 사용함에도 불구하고 여러 층으

로 표피가 구축되었으며 기저층 또한 잘 발달된 장점

을 갖는다. 피부의 물질 흡수에는 두 가지 경로가 있

는데 하나는 표피의 각질층을 통하는 것이고 다른 하

나는 피부의 부속물들을 통해 흡수되는 것은 잘 알려

진 사실이다[17]. 표피의 각질층은 OECD의 가이드라

인에 명시된 피부자극성검사의 표준화된 인공피부의 

성질 중 하나이기도 하다. 녹각교 함유 인공피부는 물

질의 흡수에 중요한 요인인 표피의 각질층을 구현한 

모델로 자극물질의 처리에 따라 표피 세포의 p63의 

발현에 영향을 끼치는 것으로도 판단된다. 이러한 각

질층을 갖는 녹각교 함유 인공피부로 추가적인 연구

가 수행이 된다면 동물실험을 대체하는 피부 독성도 

검사에 적합한 모델이 될 것으로 판단된다.
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