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요 약: Chrysin (5,7-dihydroxyflavone)은 프로폴리스, 꿀 같은 음식과 다양한 식물에 존재하는 천연 플라보노이드

이다. Chrysin은 항산화, 항노화, 항염, 항암 효과 등 다양한 생물학적 효과를 가진다고 알려져 있다. 이 연구에서, 

우리는 사람의 각질형성세포에서 chrysin이 VDR을 통한 transcriptional activity에 미치는 영향을 dual-luciferase 

assay을 통하여 살펴보았다. Chrysin은 농도 의존적으로 VDR을 통한 transcriptional activity를 증가시켰다. Quanti-

tative real time PCR을 통해 chrysin이 사람의 각질형성세포에서 VDR mRNA의 발현을 증가시킴을 확인하였다. 

또한, chrysin이 각질형성세포의 분화 마커인 keratin 10, involucrin 그리고 filaggrin의 mRNA 발현을 증가시킴을 

확인하였다. 이러한 연구 결과는 chrysin이 VDR을 통한 transcriptional activity를 조절하여 각질형성세포의 분화를 

촉진시킬 수 있다는 것을 시사한다.

Abstract: Chrysin (5,7-dihydroxyflavone) is a natural flavonoid found in various plants and foods such as propolis and 

honey. It has been reported that chrysin has various biological effects including antioxidant, anti-aging, anti-inflammatory 

and anti-cancer. In this study, we investigated the effect of chrysin on the transcriptional activity of VDR in human 

epidermal keratinocytes by performing dual-luciferase assay. Chrysin significantly induced the transcriptional activity of 

VDR in a concentration-dependent manner. The VDR mRNA expression was investigated by quantitative real time PCR 

and chrysin increased the VDR mRNA expression in normal human epidermal keratinocytes. We also found that chrysin 

increased the expression of keratinocyte differentiation markers such as keratin 10, involucrin and filaggrin. Therefore, 

the results suggest that chrysin can stimulate the differentiation of human keratinocytes by increasing transcriptional 

activity of VDR.
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1. 서    론1)

  플라보노이드(flavonoids)는 페닐기 2개가 피란고리 
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혹은 그와 유사한 구조의 탄소원자 3개를 매개로 결합

하고 있는 물질군의 총칭이다. 플라보노이드는 모든 

식물에 존재하는 저분자량의 폴리페놀(polyphenol)화

합물로서 플라보놀(flavonols), 플라본(flavones), 안토시

아니딘(anthocyanidins), 이소플라본(isoflavones) 그리고 
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Figure 1. The chemical structure of chrysin. 

네오플라보노이드(neoflavonoids) 등의 하위 그룹을 포

함하는 색소성분이다. 플라보노이드는 과일, 채소를 

비롯하여 차, 와인 등의 음료에 많이 존재하여 사람의 

음식에 필수적으로 함유되는 성분으로 하루에 500 ∼ 

1000 mg 정도의 양을 섭취하게 된다[1]. 플라보노이드

는 항산화 효과, 염증 억제, 항암 효과, 심혈관계 질환 

예방 등의 다양한 생물학적 효과를 가진다[2-5]. 

  Chrysin (5,7-dihydroxyflavone)은 프로폴리스, 꿀 같은 

음식과 다양한 식물에 존재하는 천연 플라보노이드로

[6], 화학적 구조는 Figure 1에 나타내었다. Chrysin도 

항산화, 항노화, 항염, 항암 효과 등 다양한 생물학적 

효능을 가진다고 알려져 있다[7-10]. 최근 연구에 따르

면 chrysin은 자외선 UVA와 UVB에 의한 손상으로부

터 각질형성세포를 보호한다고 보고되었다[12].   

  Vitamin D는 대부분 피부에서 합성되는데, 자외선을 

받으면 피부의 각질형성세포에 있는 7-dehydrocholesterol 

(7-DHC)가 vitamin D3로 전환된다[13]. 이 vitamin D3는 

프로호르몬(prohormone)으로 바로 사용되는 것이 아니

라 대사과정을 거쳐 활성형 vitamin D인 1,25(OH)2D로 

전환된다. 피부는 vitamin D의 합성 및 1,25(OH)2D로

의 대사과정이 모두 일어날 수 있는 신체의 유일한 기

관이다[14-18]. 피부에서 생성되는 1,25(OH)2D는 세포 

증식 억제, 세포 분화 촉진, 면역 조절 등에 관여하는 

것으로 알려져 있다[19-21]. 

  Vitamin D가 세포에 작용하는 조절 기작은 2가지가 

있다. 먼저, vitamin D가 vitamin D receptor (VDR)에 

결합하여 작용하는 것이다. VDR은 각질세포를 비롯한 

여러 세포에서 발현된다. Vitamin D와 VDR의 결합체가 

세포 내 핵으로 들어가 vitamin D response elements 

(VDRE)라 불리는 특정 DNA 염기서열에 결합하여 전사 

인자(transcription factor)로 작용하여 표적 유전자(target 

genes)의 발현을 변화시키는 것이다. 이는 주로 세포 

증식에 영향을 주는 유전자의 전사를 일으킨다[22-25]. 

또 다른 하나는 세포 내의 칼슘 이온이 유입되게 하여 

작용하는 것이다[26,27]. Vitamin D는 세포 내의 칼슘 

이온의 농도를 증가시키는 일련의 과정에 작용하여, 

각질형성세포의 분화를 촉진시킨다[23]. 이런 두 가지 

기작의 조합이 표적 세포의 증식을 억제하고, 분화를 

촉진하게 만든다. 

  Chrysin은 항산화, 항노화, 항염, 항암 등의 효능에 

대해 많은 연구가 진행되고 있으나, 피부 각질형성세

포에서 chrysin의 작용 기전에 대한 연구는 미미하다. 

본 연구에서는 피부 각질형성세포에서 chrysin이 VDR

을 통한 전사 활성화(transcriptional activity)에 미치는 영

향과 VDR mRNA의 발현 변화에 미치는 영향을 조사

하였다. 또한, chrysin이 각질형성세포 분화 마커(marker)

인 keratin 10, involucrin 그리고 filaggrin의 발현을 증

가시키는 것을 확인하였고, 이는 chrysin이 각질형성

세포의 분화를 촉진시킬 수 있음을 시사한다.

2. 재료 및 실험 방법

2.1. 시약 및 기기

  Chrysin (분자량 254.24, Xian natural field biotechnique 

Co. Ltd., China)은 dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma, 

USA)에 20 mg/mL로 녹여 stock solution으로 보관하였다. 

1,25(OH)2D (Sigma, USA)는 에탄올(Merck, Germany)

에 녹여 사용하였다. 

2.2. 세포 배양

  자발적으로 불멸화가 유도된 사람의 각질형성세포

주인 HaCaT 세포[28]는 5% charcoal stripped fetal bo-

vine serum (CS-FBS; Sigma, USA), penicillin 50 U/mL, 

streptomycin 50 µg/mL가 첨가된 Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM; Invitrogen, USA) 배지를 사용

하여 5%의 CO2, 37 ℃에서 배양하였다.

  사람의 정상 표피 각질형성세포(normal human epi-

dermal keratinocytes)는 ATCC (USA)에서 구입하였다. 

Dermal basal cell media (DBCM; ATCC, USA)를 사용

하였고, keratinocyte growth factor (KGF; ATCC, USA)

를 넣어서 사용하였다. 이때 calcium의 농도는 0.06 mM 

이었다. 각질형성세포 분화를 위해서 4 × 10
5 
개의 밀
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도로 세포를 60 mm 배양접시에 깔고, 48 h 동안 배양

한 뒤 KGF가 들어있는 DBCM에 calcium의 농도를 1.5 

mM 로 맞춰 3 d 동안 5% CO2, 37 ℃에서 배양하였다. 

1 × 10
-7
 M 농도의 1,25(OH)2D 또는 2 µg/mL chrysin 

처리도 calcium의 농도가 0.06 mM인 DBCM에 첨가하

여 사용하였다.

2.3. Dual-luciferase Reporter Assay

  HaCaT 각질형성세포를 70% confluent하게 키운 후, 

VDRE reporter (Qiagen, Germany) 1 µg을 lipofectamin
TM
 

reagent (Invitrogen, USA)를 이용하여 제조사의 설명서에 

따라 transfection 하였다. VDRE reporter는 VDR에 의

해 firefly luciferase가 발현할 수 있도록 만들어진 plas-

mids와 항상 Renilla luciferase를 발현하는 plasmids가 

40 : 1의 비율로 들어있는 DNA 혼합물이다. 이 trans-

fection된 세포들을 24 h 배양 후 serum이 없는 DMEM 

배지에 chrysin을 농도별로 첨가하여 24 h 동안 배양하

였다.

  Luciferase activity를 측정하기 위해 dual-luciferase
Ⓡ
 

reporter assay (Promega, USA)를 사용하여 제조사의 설

명서에 따라 실험하였다. 간략히 설명하자면, 세포 배

양액을 제거하고, phosphate buffered saline (PBS)를 이용

하여 세포를 한 번 씻어내고, lysis buffer를 이용하여 

세포를 용해시켰다. 세포 용해액에 firefly luciferase의 

기질인 LARII를 넣고 luminometer Victor
3
 (PerkinElmer, 

USA)로 측정하였다. 그 후 Renilla luciferase의 기질인 

Stop & Glo
Ⓡ
 reagent를 넣고 Renilla luciferase activity

를 측정하였다. Renilla luciferase activity를 internal con-

trol로 사용하여 음성 대조군의 firefly luciferase activity

를 기준으로 수치화하여 계산하였다. 

2.4. Quantitative Real Time PCR

  각질형성세포에서 RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

를 이용하여 전체 RNA를 추출한 뒤, 정량하여 1 µg의 

RNA를 GeneAmp
Ⓡ
 RNA PCR kit (Applied Biosystems, 

USA)를 이용하여 역전사(reverse transcription)하였다. 

역전사 반응은 Mycycler
Ⓡ
 PCR 기기(Biorad, USA)를 이

용하여 수행하였다. 

  합성된 cDNA는 한 반응 당 300 ng을 사용하였고, iTaq
™

 

Fast SYBR
 
Green Supermix With ROX (Biorad, USA)와 

유전자 특이적인 프라이머를 사용하여 quantitative real 

time PCR을 수행하였다. Real time PCR은 CFX96 Touch
™

 

Real-Time PCR Detection System 기기(Biorad, USA)를 

이용하여 수행하였다. Quantitative real time PCR에 사용

된 프라이머는 다음과 같다. VDR (VDR-L: 5'-CCA GTT 

CGT GTG AAT GAT GG-3', VDR-R: 5'-AGA TTG GAG 

AAG CTG GAC GA-3'); involucrin (IVL-L: 5'-GAA CAG 

CAG CAA AAG CAC CT-3', IVL-R: 5'-CAA ACA CAG 

GCT GCT CCA-3'); glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-

genase (GAPDH; GAPDH-L: 5'-GGC TCT CCA GAA 

CAT CAT CC-3', GAPDH-R: 5'-TTC TAG ACG GCA 

GGT CAG GT-3'). 모든 프라이머는 필코리아(Korea)에

서 주문 제작하였다. Real time PCR을 통해 얻은 실험 

결과는 housekeeping 유전자인 GAPDH를 기준으로 △

△Ct 방법으로 계산하여 나타내었다. 

2.5. 통계적 분석 

  실험 결과는 평균값과 표준편차로 나타내었고, Stu-

dent’s t-test법을 이용하여 p-value가 0.05 미만인 경우 

통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. VDR을 통한 Transcriptional Activity 증진 효과 

  VDR은 vitamin D와 결합하면, 핵 내로 이동한 후 표

적 유전자의 VDRE를 인식하고 그것에 결합하여 trans-

cription factor로 작용한다. 우리는 vitamin D와 같이 VDR

에 작용할 수 있는 물질을 찾기 위해 단일물 라이브러

리를 이용하여 스크리닝(screening)을 실시하였고, chrysin

을 후보 물질로 찾았다. Chrysin이 VDR을 통한 trans-

criptional activity에 미치는 영향을 dual-luciferase reporter 

assay를 수행하여 알아보았다. VDRE 뒤에 firefly lu-

ciferase를 발현할 수 있게 만들어진 plasmids와 internal 

control로 Renilla luciferase를 항상 발현하는 plasmids를 

동시에 HaCaT 각질형성세포에 transfection 하였다. Trans-

fection된 HaCaT 각질형성세포를 24 h 동안 배양한 후, 

0.02, 0.2, 2 µg/mL 농도의 chrysin을 24 h 동안 처리한 

뒤 luciferase activity를 측정하였다. 또한, 양성 대조군으

로 활성형 vitamin D인 1,25(OH)2D를 5 × 10
-8
 M로 24 h 

동안 처리한 뒤 luciferase activity를 측정하였다. 이때, 

chrysin과 1,25(OH)2D의 처리 농도는 HaCaT 각질형성

세포에서 24 h 동안 처리한 뒤 MTT assay를 실시하여 
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Figure 2. Effect of chrysin on transcriptional activity of 

VDR. HaCaT cells were transfected with plasmids containing

vitamin D response elements in front of the firefly luci-

ferase reporter gene and concomitant with Renilla luci-

ferase expression vectors and then treated with various

concentration of chrysin or 5 × 10
-8
 M of 1,25(OH)2D. After

24 h incubation, cells were analyzed for luciferase ac-

tivity (** p < 0.01).

Figure 3. Effect of chrysin on mRNA expression of VDR. 

Normal human epidermal keratinocytes were treated with 

2 µg/mL of chrysin for 48 h. Total RNA was extracted 

and subjected to real time PCR analysis with GAPDH 

used as a housekeeping gene. The mRNA expression level 

of VDR in the control was designated as 1.0. Results are 

the means ± S. D. of three samples (** p < 0.01).

세포 생존에 영향을 주지 않는 농도임을 확인하였다(data

not shown). Figure 2에서 보는 바와 같이, 음성 대조군 

대비 chrysin을 처리한 실험군에서 농도가 증가함에 따

라 luciferase activity가 유의미하게 증가하였다. Chrysin

을 0.02, 0.2, 2 µg/mL을 처리했을 때, 각각 1.5배, 2.2 

배, 3.5배만큼 VDR이 작용하는 promoter의 transcrip-

tional activity가 증가하였다. 이로써 chrysin이 vitamin D의 

작용 기전인 VDR을 통한 전사를 활성화시킬 수 있다

는 것을 알 수 있다. 1,25(OH)2D를 처리한 양성 대조군

에서 VDR의 transcriptional activity는 음성 대조군 대비 

5.8배 증가하여, chrysin은 vitamin D만큼 VDR의 trans-

criptional activity를 증가시키진 못했다. 이는 VDR이 

vitamin D에 특이적(specific)이고 민감(sensitive)하기 때문

이라 여겨진다. Chrysin이 vitamin D만큼 VDR의 trans-

criptional activity를 증가시키지 못하더라도 VDR을 통

한 transcriptional activity를 증가시키는 것은 우리의 실험 

결과를 통해 알 수 있었다. 이는 chrysin이 vitamin D가 

VDR를 통해 세포에 작용하는 것과 비슷하게 작용할 

수도 있음을 시사한다. 

3.2. VDR의 발현 증가 효과

  우리는 chrysin을 사람의 정상 표피 각질형성세포에 

처리했을 때, VDR의 발현에는 어떠한 영향을 미치는지 

알아보았다. Chrysin의 처리 농도는 Figure 2의 결과에서 

VDR의 transcriptional activity를 가장 많이 증가시킨 2 

µg/mL 농도로 정했고, 이 농도의 chrysin을 각질형성

세포에서 48 h 동안 처리한 뒤 MTT assay를 실시하여 

세포 생존에 영향을 주지 않는 농도임을 확인하였다

(data not shown). 2 µg/mL 농도의 chrysin을 각질형성

세포에 48 h 동안 처리 후 RNA를 추출하고 cDNA를 

만들어 이를 template로 사용하여 quantitative real time 

PCR을 실시하였으며, ΔΔCt 법을 이용하여 VDR 

mRNA 발현 변화량을 계산하였다. 또한, 음성 대조

군의 VDR mRNA 발현량을 1.0으로 기준하여 chrysin 

처리 실험군의 VDR mRNA 발현량을 수치화하여 나타내

었다. Figure 3에서 보는 바와 같이, 음성 대조군 대비 

chrysin을 처리한 실험군에서 VDR mRNA의 발현이 

1.8배 증가한 것을 알 수 있다. 이 결과는 chrysin이 각

질형성세포에서 VDR의 발현을 증가시킨다는 것을 나타

낸다. 이는 chrysin이 VDR을 통해 작용하기 위해서 VDR

이 많이 필요하기 때문에 VDR의 발현이 증가하는 것

으로 해석할 수 있다. M. Seifert 등의 논문에 따르면, 활

성형 vitamin D인 1,25(OH)2D를 각질형성세포에 처리

하였을 때 VDR의 발현이 증가한다고 한다[29]. 우리의 

실험 결과에서 chrysin을 각질형성세포에 처리하였을 

때 VDR의 발현이 증가하였다. 이는 chrysin이 VDR을 

통한 transcriptional activity를 증가시키는 이전의 결과

와 함께, chrysin이 각질형성세포에서 VDR를 통한 기

전으로 vitamin D와 유사하게 작용할 수 있는 가능성

을 보여준다.
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(a)

(b)

(c)

Figure 4. Chrysin increases the mRNA expression of dif-

ferentiation markers in normal human epidermal kera-

tinocytes. Normal human epidermal keratinocytes were cul-

tured in the presence or absence of 1 × 10
-7
 M 1,25(OH)2D

or 2 µg/mL of chrysin for 3 d under low Ca
2+
 (0.06 mM)

or high Ca
2+
 (1.5 mM). The mRNA expression level of the

control was designated as 1.0. (a) Keratin 10, (b) Involu-

crin, (c) Filaggrin. Data are shown as the means ± S. D. 

of three samples (*p < 0.05, **p < 0.01).

3.3. Chrysin에 의한 각질형성세포의 분화 마커 발현

  사람의 표피에서 calcium의 농도는 각질형성세포의 

분화에 중요한 인자이다. In vitro 배양에서도 각질형성

세포의 분화를 유도하기 위해 calcium의 농도를 조절

한다. 각질형성세포를 배양할 때, 배양액의 calcium 농

도가 0.05 ∼ 0.1 mM로 낮은 경우 각질형성세포는 빨리 

증식하고, 분화하지 않는다. 그러나 calcium 농도가 1.2 

mM 이상일 경우 각질형성세포는 분화하게 된다[30].

  우리는 각질형성세포에서 chrysin이 각질형성세포의 

분화를 촉진하는지 알아보기 위해 분화 마커인 keratin 

10, involucrin 그리고 filaggrin의 mRNA 발현량을 살펴

보았다. 각질형성세포에 2 µg/mL 농도의 chrysin을 3 d 

동안 처리하고, 각질형성세포의 분화 마커의 mRNA 

발현 변화를 quantitative real time PCR을 실시하여 살펴

보았다. 1.5 mM calcium을 처리한 실험군을 양성 대조

군으로 사용하였다. 분화 마커의 mRNA 발현량은 음성 

대조군의 mRNA 발현량을 1.0으로 기준하여 수치화하여 

나타내었다(Figure 4). 먼저, keratin 10의 mRNA 발현량

을 보면, calcium을 처리한 양성 대조군에서 음성 대조군 

대비 keratin 10의 mRNA 발현량이 5.7배 증가하였고, 

chrysin을 처리한 실험군에서도 keratin 10의 mRNA 

발현량이 음성 대조군 대비 2.6배 증가하였다. Involu-

crin의 mRNA 발현을 보면, calcium을 처리한 양성 대

조군에서 involucrin의 mRNA 양이 4.3배 증가하였고, 

chrysin 처리군에서도 involucrin의 mRNA 양이 3.7배 

증가하였다. Filaggrin의 mRNA 발현량도, 양성 대조군

인 calcium 처리군에서 음성 대조군 대비 5.7배 증가하

였고, chrysin을 처리한 실험군에서도 음성 대조군 대비 

4.9배 증가하였다. 이로써, chrysin이 각질형성세포의 

분화 마커인 kerain 10, involucrin 그리고 filaggrin의 발

현을 증가시킨다는 것을 알 수 있고, 이것은 chrysin이 

각질형성세포의 분화를 촉진시킨다는 것을 시사한다. 

  Vitamin D와 관련된 여러 논문에 의하면, vitamin D 

또한 각질형성세포의 분화를 촉진한다고 알려져 있다

[31,32]. 우리는 활성형 vitamin D인 1,25(OH)2D를 1 × 

10
-7
 M 농도로 chrysin을 처리한 방법과 동일하게 각질

형성세포에 처리하여 각질형성분화 마커인 involucrin의 

mRNA 발현량을 살펴보았고, vitamin D가 involucrin의 

발현을 증가시킨다는 다른 연구[33,34]와 동일한 결과

를 얻었다(data not shown). Involucrin의 promoter에는 

VDRE가 존재하여 VDR에 의해 involucrin의 발현이 

증가할 수 있다[35]. 이것은 chrysin이 VDR의 transcrip

tional activity를 증가시키는 vitamin D 작용 기전을 통

하여 각질형성세포에서 vitamin D와 유사하게 작용하여 

각질형성세포의 분화를 촉진시킬 수도 있다는 것을 시

사한다. 그러나 각질형성세포의 분화에 관여하는 작용 
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기전은 다양하기 때문에 chrysin이 표피 각질형성세포의 

분화를 촉진시키는 정확한 기전에 대해서는 향후 지속

적인 연구를 통한 규명작업이 필요할 것으로 사료된다.

4. 결    론

  Chrysin은 항산화, 항노화, 항염, 항암 효과 등 여러 

가지 효능에 대해 많은 연구가 이루어져 있으나, 각질

형성세포에서의 작용에 대한 연구는 미미하다. 본 연구

에서는 chrysin이 각질형성세포에서 VDR을 통한 trans-

criptional activity와 VDR의 발현을 증가시키는 것을 

확인했다. 이것은 chrysin이 vitamin D가 작용하는 기

전인 VDR을 통해 각질형성세포에 작용할 수 있음을 

나타낸다. 또한, chrysin을 각질형성세포에 처리하였을 

때, 각질형성세포에서 분화 마커인 keratin 10, involu-

crin과 filaggrin의 발현이 증가하였다. 이것은 chrysin

이 각질형성세포의 분화를 촉진시킬 수 있다는 것을 

나타내며, chrysin이 VDR의 transcriptional activity를 증

가시키는 vitamin D의 작용 기전을 통하여 각질형성세

포에서 vitamin D와 유사하게 작용하여 각질형성세포의 

분화를 촉진시킬 수 있다는 것을 시사한다.
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