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요  약  교원질을 비롯한 세포외기질의 생합성을 통해 피부장력과 탄력 등 피부 특성을 제공하는 진피섬유모세포는 
피부노화와 함께 활성이 감소되어 주름 형성의 이유가 된다. 따라서 젊고 건강한 피부를 유지하기 위해서는 진피섬유
모세포의 활성화가 큰 의미를 지닌다. 본 연구에서는 대복피 에탄올추출물이 진피섬유모세포의 세포외기질 합성에 미
치는 영향을 ELISA, Western blot analysis 및 RT-PCR 등의 in vitro 평가법으로 측정하였다. ELISA와 western blot 

analysis에서 대복피추출물은 제1형 교원질, fibronectin, transforming growth factor-β1 (TGF-β1)의 생성을 촉진시켰
고, RT-PCR에서는 COL1A1, TGF-β1, keratinocyte growth factor (KGF), insulin growth factor (IGF)-1의 유전자 발현
을 증가시켰다. 이상의 결과로부터 대복피추출물은 진피섬유모세포에서 세포외기질의 생성을 촉진시키는 천연소재인 
것으로 판단되었다. 

Abstract  Dermal fibroblasts produce the many components of the extracellular matrix (ECM) that are needed 
to maintain connective tissue integrity and repair tissue injuries. This study investigated the effects of Areca 
catechu extract (ACE) on dermal fibroblast cell activation. Cultured human dermal fibroblasts were treated with 
ACE, and then ECM production was determined by ELISA, Western blot and RT-PCR. ACE significantly 
accelerated the production of type 1 collagen, fibronectin, and transforming growth factor (TGF)-β1 by ELISA 
and type 1 collagen by Western blot assay. ACE also increased the gene expression of COL1A1, TGF-β1, 
keratinocyte growth factor (KGF) and insulin growth factor (IGF)-1. These results suggest that ACE has the 
potential to stimulate ECM production and that it might be suitable for maintaining skin texture. 
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1. 서론

피부는 바깥쪽에서부터 표피, 진피 및 피하지방층의 
세 개의 층으로 구성되어 있다. 진피는 피부의 대부분을 
차지하며 피부의 장력, 탄력성, 유연성 등의 피부 특성을 
제공한다. 이러한 피부 특성은 진피섬유모세포 (dermal 

fibroblast cell)에 의해 만들어지는 교원섬유 (collagen 
fiber), 탄력섬유 (elastic fiber), 기질 (dermal matrix) 등에 
의해 결정된다[1]. 사람의 피부는 나이가 들어가면서 피
부 장력과 유연성 감소되고 주름이 발생하게 되는데, 이
는 섬유모세포의 활성 저하에 기인한 세포외기질의 합성 
감소 및 분해 증가에 의해 발생되는 결체조직(connective 
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tissue)의 붕괴에서 비롯된다[2].  
진피섬유모세포는 피부조직 유지 뿐 아니라 상처 치유 

과정에도 중요한 역할을 한다. 피부에 상처가 발생하면 
섬유모세포는 세포 증식과 이동을 통해 손상된 피부를 
복구하고, 다양한 세포외기질 합성하며, transforming 
growth factor (TGF)-β와 같은 세포조절물질과 epidermal 
growth factor (EGF), keratinocyte growth factor (KGF), 
vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet 
derived growth factor (PDGF), insulin growth factor (IGF) 
등의 세포 성장인자를 분비해 상처 치유 과정에 관여한
다[3-5]. 따라서 건강한 피부조직의 유지를 위해서 는 진
피섬유모세포의 활성이 중요한 것으로 인식되고 있으며, 
이에 따라 학계와 산업계를 중심으로 진피세포의 활성화 
연구가 활발히 진행되고 있다[6-8].  

대복피는 야자과 (Palmae)에 속하는 빈랑 (Areca 
catechu Linne)의 과피를 말한다. 빈랑의 씨인 빈랑자의 
경우 소화계[9]와 신경계[10]에 미치는 영향과 유효성분
인 arecoline에 대한 연구[11] 등이 활발히 진행된 반면, 
그 과피인 대복자에 대한 연구는 α-naphthylisothiocyanate
에 의해 유도된 랫드의 간 손상에 유효하다는 보고[12]가 
있을 뿐으로 피부 세포와 관련된 연구는 찾아보기 힘든 
실정이다.   

본 연구는 대복피 에탄올추출물이 사람의 피부에서 분
리해 배양한 진피섬유모세포를 자극해 교원질을 비롯한 
세포외기질 합성과 상처 치유에 효과적인 지의 여부를 
검증하여, 이를 화장품 천연소재로서의 활용가능성을 검
토코자 하였다.  

2. 실험 재료 및 방법 

2.1 시료 

본 연구에 사용한 대복피는 대전대학교 한의과대학에
서 제공받아 사용하였다. 입수한 대복피 500 g을 분쇄한 
후 천연물추출기에 넣고 95% ethyl alcohol을 1:10 
weight/volume으로 가하여 상온에서 5일간 추출하였다. 
추출한 약재는 filter paper를 사용해 고형분을 제거하고, 
rotary evaporator를 이용해 감압 농축시켜 대복피 에탄올
추출물(Areca catechu extract, 이하 ACE라 약함)을 제조
하였다.  

2.2 세포 배양 

본 연구에 사용한 진피섬유모세포는 충남대 피부과학
연구실에서 제공받아 사용하였다[13]. 세포배양은 10% 

fetal bovine serum과 penicillin/streptomycin이 첨가된 
Dulbeco’s modified Eagle’s medium (이상 Gibco BRL, 
USA)을 사용하였으며 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양
하였다. 본 연구의 모든 실험은 5∼12 계대의 세포주를 
이용하였다.

2.3 세포 독성 

실험농도 선정을 위한 세포독성실험은 MTT (3-(4,5- 
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 
법으로 실시하였다[14]. 

2.4 Collagen 합성 촉진 효능 

2.4.1 Enzyme-linked immunosorbent assay 

      (ELISA)

제1형 교원질 정량은 Takara Bio (Japan)에서 구입한 
ELISA kit를 사용하였으며, 제조사에서 제공한 실험법에 
준하여 평가를 실시하였다.  

2.4.2 Western blot analysis

세포 배양액을 제거하고, Proprep solution  (Intron, 한
국)을 사용하여 세포를 용해시킨 후 Bradford protein 
assay kit (Bio-Rad, USA)를 이용해 총단백질량을 측정하
고 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis를 실시하였다. 
결과물을 nitrocellulose membrane 으로 옮긴 후 primary 
antibody를 가하여 4℃에서 18시간 반응시키고, 
peroxidase-conjugated secondary antibody를 첨가해 실험
결과를 확인하였다. 본 연구에 사용한 primary antibody
로는 collagen type 1 α 1 (Santa Cruz, USA)과 actin  
(Sigma, USA)을 사용하였다[8].

2.5 TGF-β1과 fibronectin 정량

TGF-β1과 fibronectin 정량을 위한 ELISA kit는 R&D 
시스템 (USA)과 American Diagnostica (USA)에서 각각 
구입하였으며, 각 제조사에서 제공한 실험법에 준하여 
TGF-β1과 fibronectin을 각각 정량하였다.

2.6 Reverse transcriptase polymerase chain 

reaction (RT-PCR)

Total RNA 2 ㎍을 취하여 M-MLV reverse transcriptase 
(ELPIS Biotech, 한국)을 이용해 complementary DNA를 
제조하고, 이를 활용해 PCR를 실시하였다[15]. 본 연구에 
사용한 primer set은 Table 1과 같다.
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[Fig. 2] Effect of Areca catechu extract (ACE) on collagen 

production in dermal fibroblasts. Cells were treated 

with ACE at the indicated concentrations for 2 

days. The conditioned medium was collected, and 

the amounts of secreted (A) procollagen type 1, 

(B) fibronectin, and (C) transforming growth 

factor-β1 (TGF-β1) were measured by enzyme 

linked immunosorbent assay (ELISA). Results are 

shown as a percentage of a control±standard 

deviation (*p＜0.05 vs. control). (D) Cellular 

proteins were harvested and the protein level of 

collagen type 1 α 1 was verified using western 

blot analysis. (E) The expression levels of the 

COL1A1 and TGF-β1 genes were determined 

using reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR).

[Table 1] Nucleotide sequence of primers.

Name Primer Expected 
Size (bp)

COL1A1
Forward(5’→3’) GGAGGGAATCACTGGTGCTA

309
Reverse(5’→3’) AGGGGGAAAAACTGCTTTGT

TGF-β1
Forward(5’→3’) TTCACCAGCTCCATGTCGAT

431
Reverse(5’→3’) CCTGCCACAGATCCCCTATT

KGF
Forward(5’→3’) ACACACAACGGAGGGGAAAT

552
Reverse(5’→3’) GCCATAGGAAGAAAGTGGGC

FGF-1
Forward(5’→3’) AGCCCACAGAGCCTGAATTT

339
Reverse(5’→3’) CAGGAAGGACAAAAGGGAGC

IGF-1
Forward(5’→3’) GATTCTCCTGCCTCAGCCTC

224
Reverse(5’→3’) TAAGAGGGAACACATGGGCA

Cyclo-

philin

Forward(5’→3’) CAGCCACCCAACGTTTACTT

309
Reverse(5’→3’) GAACTGGCTGCCATTGGTAT

 

2.7 세포이동 (cell migration) 

세포단층 (cell monolayer)에 scratch를 가하면 주변의 
세포들은 세포 증식과 이동을 통해 손상된 부위를 복구
하게 된다. 즉 세포이동은 세포증식과 함께 창상치유 과
정에서 큰 의미를 갖는다[16]. 본 연구에서는 실험물질에 
의한 세포이동 촉진 여부를 평가하기 위해 진피섬유모세
포 세포단층에 p200 pipet tip으로 scratch를 가해 빈 공간
을 만들고, 혈청을 포함하지 않은 배지를 가해 24시간 배
양하며 실험군의 세포이동 정도를 inverted microscope를 
이용해 대조군과 비교하였다.  

 

3. 실험 결과 및 고찰 

3.1 세포독성   

ACE는 본 연구에서 설정한 최고 실험농도인 50 ㎍/㎖
까지 세포독성을 보이지 않았다 (Fig. 1). 

[Fig. 1] Cytotoxicity of Areca catechu extract  (ACE) on 

dermal fibroblast cells determined by MTT assay.

3.2 세포외기질 합성 촉진 효과 

세월의 흐름에 발생하는 내인성노화 (intrinsic aging)
와 자외선 등에 의한 광노화 (photoaging) 등으로 구분되
는 피부 노화의 대표적인 현상 중 하나는 진피세포에서 
생합성되는 기질단백질의 감소이다[17]. 이러한 사실은 
나이든 사람의 피부에서는 세포외기질의 합성이 현저하
게 감소함에서 확인된다[2]. 따라서 젊고 건강한 피부 유
지에 유용한 소재의 발굴을 위해서는 진피섬유모세포의 
활성화 효능이 큰 의미를 지닌다.  

본 연구에서는 우선 ACE가 세포외기질의 합성에 미
치는 영향을 평가하였다. ELISA 결과 ACE는 25 ㎍/㎖에
서 제1형 교원질의 생합성을 37%, 50 ㎍/㎖에서 
fibronectin과 TGF-β1의 합성을 각각 43%와 42% 증가시
켰다 (Fig. 2A, B, C). Western blot analysis에서도 ACE는 
세포내의 제1형 교원질 합성을 촉진시켜 ELISA 결과와 
일치하였다 (Fig. 2D). 또한 RT-PCR 에서도 ACE는 



한국산학기술학회논문지 제14권 제4호, 2013

1860

COL1A1와 TGF-β1의 유전자의 발현을 증진시켜 (Fig. 
2E), ACE는 RNA와 단백질 수준 모두에서 제1형 교원질
과 TGF-β1의 생합성을 촉진시키는 효능을 보였다. 제1
형 교원질과 fibronectin은 피부 결체조직을 구성하는 주
요 요소이다. 교원질은 진피 섬유모세포에서 전교원질
(procollagen)의 형태로 합성되어 효소분해 과정 등을 거
쳐 다양한 유형의 교원질로 만들어진다. 사람의 피부를 
구성하고 있는 대표적인 교원질은 제1형으로 전체 교원
질의 80%를 차지하며 피부 장력과 창상 치유에 중요한 
역할을 한다[1]. Fibronectin은 진피에서 섬유모세포와 세
포외지질 사이의 상호작용에 관여하는 다기능성 
glycoprotein이다[18]. TGF-β는 주요 세포외기질의 합성
을 조절하는 물질로 보고되어 있다[19, 20]. TGF-β는 세
포내에서 TGF-β receptor에 결합해 serine/threonine 
kinase activity를 활성화시켜 연쇄적인 신호전달반응을 
유도하고, 최종적으로 세포 증식과 분화, 세포외기질 합
성과 상처 치유 과정에 관여한다[21]. 따라서 추가적인 
분자생물학적 기전 연구를 통해 밝히겠지만, ACE는 
TGF-β1과 관련된 일련의 세포신호전달체계를 통해 세포
외기질의 합성을 촉진하는 작용을 하는 것으로 생각되었다.  

3.3 In vitro wound healing 효과 

교원질, fibronectin 및 TGF-β1 생합성 촉진은 모두 세
포외지질 강화와 함께 상처 치유 과정과도 밀접한 관련
이 있다[4,22]. TGF-β 신호전달계는 상처부위에서 
re-epithelization, wound contraction, extracellular matrix 
deposition, remodeling 등에 작용하는 것으로 보고되었으
며[23], 동물실험에서도 TGF-β1은 상처 치유를 가속화 
하였다[24]. Fibronectin 역시 상처 치유 과정에서 혈소판
응집, 상피세포 이동 및 분화, collagen matrix assembly, 
wound contraction 과정에 작용한다[18]. 진피섬유모세포
도 상처 치유 과정에도 중요한 역할을 한다. 지혈 및 염
증단계 (hemostasis and inflammation), 증식단계 
(proliferation), 성숙단계 (remodeling)로 진행되는 복잡한 
상처 치유 과정에서 진피섬유모세포는 증식단계에 활발
한 세포 분열과 이동으로 손상된 부위를 복원하고 재구
성하는데 작용한다[22]. 많은 성장인자도 상처 치유 과정
에 역할을 하는데 EGF, KGF, FGF, VEGF, PDGF, IGF 
등이 대표적이다[4]. 이에 본 연구에서는 ACE가 이들 성
장인자에 미치는 영향을 평가하기 위해 RT-PCR를 실시
하였으며, 그 결과 KGF와 IGF-1의 유전자 발현이 ACE 
처리에 의해 증가됨을 확인하였다 (Fig. 3). IGF-1은 in 
vitro 실험에서 섬유모세포와 각질세포의 증식과 이동을 
촉진하고, 동물실험에서도 상처 치유에 도움을 주는 것으
로 알려져 있으며[25], KGF는 상처 치유 과정의 초기와 

대량 생산되며, 동물의 상처 치유에 도움을 준다는 연구
결과[26]를 고려할 때 ACE는 상처 치유에 도움을 줄 수 
있는 소재인 것으로 생각되었다. 

[Fig. 3] Dermal fibroblasts were treated with Areca 

catechu extract (ACE) at the indicated 

concentrations for 2 days. The levels of 

expression of keratinocyte growth factor (KGF), 

fibroblast growth factor (FGF)-1, insulin growth 

factor (IGF)-1 genes were verified by reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

ACE에 의해 생성이 촉진된 TGF-β, fibronectin, IGF-1
은 모두 상처 치유 과정에서 세포이동을 촉진하는 것으
로 알려져 있다. 이에 본 연구에서는 마지막 실험으로 
ACE가 상처 치유에 도움을 주는 지의 여부를 실험실적
으로 검증하기 위해 ACE가 진피섬유모세포 성장과 이동
에 미치는 영향을 평가하였다. In vitro 상처 치유 실험중 
직접적이고 경제적인 평가법으로 인정받고 있는 cell 
scratch assay[16]로 세포이동 촉진 효과를 평가한 결과, 
ACE를 처치한 실험군은 대조군에 비해 scratch wound가 
빠르게 회복되어 ACE가 창상치유에 유용한 물질임을 확
인할 수 있었다 (Fig. 4). 그러나 ACE는 섬유모세포의 증
식에는 영향을 미치지 못했다 (data 생략). 

[Fig. 4] Effect of Areca catechu extract(ACE) on cell 

migration. Confluent monolayers of dermal 

fibroblast cells were wounded using a pipette tip, 

and the monolayer cells were treated with ACE 

at the indicated concentrations. The areas of 

cell-free wounds were photographed in inverted 

microscope after 24 h treatment.  
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4. 결 론

본 연구는 대복피 에탄올추출물(ACE)이 진피섬유모
세포의 활성화에 미치는 영향을 검증하기 위해 실시하였
다. ELISA 실험에서 ACE는 진피섬유모세포를 자극해 
25 ㎍/㎖에서 제1형 교원질의 생합성을 37%, 50 ㎍/㎖에
서 fibronectin과 TGF-β1의 합성을 각각 43%와 42% 증
가시켰다. Western blot analysis에서도 ACE 처리군은 제
1형 교원질 단백질 생성이 농도의존적으로 증가되어 
ELISA와 일치된 결과를 보였다. RT-PCR에서는 COL1A1, 
TGF-β1, KGF 및 IGF-1 등 세포외기질 생합성 및 상처 
치유와 관련된 유전자의 발현도 증가되었다. 또한 in 
vitro scratch assay에서 ACE 처리군은 대조군에 비해 
scratch wound가 빠르게 회복되는 현상을 보였다. 이상의 
결과를 종합하면 ACE는 진피섬유모세포에서 세포외기
질의 합성 및 상처 치유를 도움을 주는 우수한 기능성 화
장품 소재인 것으로 판단된다. 
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