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SKH-1 Hairless Mice에서의 히알루론산 경구 투여를 통한

피부 광노화 개선 효과
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Abstract

Photoaging is the main extrinsic aging factor that is induced due to UVB. Many studies have revealed that application 
of hyaluronic acid to the skin is effective in healing photoaging. However, the effect of hyaluronic acid through oral 
administration is unclear. The aim of this research was to investigate the effect on skin photoaging after oral administration 
of hyaluronic acid. During a ten week study, hyaluronic acid was fed to hairless mice, which were illuminated by UV 
radiation. After ten weeks, wrinkle indicator and histological changes were determined. Compared with the control group, 
the sample group had a decrease in wrinkle depth, thickness, and number. Especially, the HA 160 mg/kg group had a similar 
value of wrinkle depth (19.44±0.75 μm), number (654.00±98.34), and thickness (1.35±0.08 mm), when compared with the 
RA (retinoic acid) group (19.28±0.95 μm, 653.57±83.54, and 1.34±0.07 mm respectively). Also, the treated group showed 
improved elastosis and decreased collagen degradation resulting from UV irradiation. Thus, we can conclude that hyaluronic 
acid has a positive effect in improving skin photoaging induced by UV radiation. Hyaluronic acid therefore has the potential 
to be an ingredient in skin health function foods.
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서 론   

국민의 소득 증대에 따라 외모를 아름답게 관리하고 싶은 

욕구가 많이 생겨나고 있으며, 그 욕구를 충족할 수 있는 화

장품 및 건강기능성식품의 판매가 증대되고 있다(Gang 등 

2009). 뿐만 아니라 전 세계적으로 노령화 사회가 진행됨에 

따라 항노화(anti-aging)에 대한 관심이 점점 더 증가하고 있

으며, 이는 여성뿐만 아니라 남성 역시 많은 관심을 보이고 

있는 추세이다(Son 등 2005). 
피부는 미(美)를 나타내는 매개체의 역할을 하며, 피부 노

화방지는 화장품 및 건강기능식품 산업에서 많은 관심을 표

명하고 있다. 피부 노화의 원인은 크게 두 가지로 나눌 수 있

다(Kim 등 2008). 내재적 노화는 유전적 요인이 크며, 나이가 

들어감에 따라 자연스럽게 진행이 되는 노화이다(Gilchrest 
BA 1982). 반면, 외재적 노화는 환경적 요인이 크며, 특히 

UVB에 의한 피부 손상(광노화)이 가장 큰 원인으로 알려져

있다(Gilchrest BA 1990). UVB는 종양억제 유전자인 p53의 돌

연변이(mutation)를 진행시켜 자가세포사멸(apoptosis)을 일으

켜 피부암을 유발할 수 있다(Kanjilal 등 1993; Kress 등 1992). 
또한, 세포 주기를 감소시켜 새로운 피부의 재생을 억제한다

(Brash 등 1991; Ziegler 등 1993). UV로부터 피해를 입은 신체

는 활성산소종(ROS; Reactive Oxygen Species)을 생성하는데
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(Ichihashi 등 2003), ROS는 체내의 MMP(Matrix Metalloproteinase) 
활성을 증가시켜 콜라겐의 분해를 촉진시키며(Fisher 등 1997), 
히알루로니다아제(hyaluronidase)를 활성화하여 히알루론산을 

분해한다(Esser 등 2012).
히알루론산(HA; Hyaluronic acid)은 아미노당과 우론산으

로 이루어지는 복잡한 다당류로서, N-아세틸글루코사민과 

글루쿠론산으로 이루어진 고분자 화합물이다(Laurent & Fraser 
1992). 소의 안구 또는 닭의 벼슬에서 추출을 하였지만, 최근

에는 미생물의 산물을 통해 얻고 있다(Kaye 1950; Laurent 등 

1960; Swann 1968). HA는 자기 무게의 1,000배 가량의 물을 

함유할 수 있으며, 피부에서 수분을 저장하고 유지하는 역할

을 한다(Tammi 등 1991). 사람은 나이가 들어감에 따라 피부 

내에 존재하는 HA의 양이 점점 줄어드는데, 이로 인해 피부

의 윤기가 줄어들고 주름살이 늘어간다(Meyer & Stern 1994). 
HA를 피부에 도포하였을 때 광노화로 인한 피부노화의 개선 

효과는 증명되었지만(Pavicic 등 2011), HA 경구 투여 시, 
UVB로부터 발생한 피부 광노화 개선 효과에 관한 연구 결과

는 아직 부족한 실정이다.
따라서, 본 연구에서는 HA를 hairless 쥐에게 경구 투여하

였을 때 주름 개선 및 피부 두께 등의 평가를 진행하였으며, 
피부 조직학적 평가를 통해 UV로부터 유도된 광노화에 대한 

HA의 피부 개선효과를 평가하였다.

재료 및 방법

1. 히알루론산의 제조

본 연구에서 사용한 HA는 다음과 같이 제조하였다. Strepto-
coccus zooepidemicus를 37℃, pH 7의 조건에서 16~18시간 배

양한다. 사용된 배지는 멸균수에 포도당, 소이펩톤, 이스트와 

KH2PO4을 첨가하여 제조하였다. 배양이 완료되면, 배지를 살

균 및 여과한다. 포도당을 포함하는 저분자 부산물은 한외여

과를 진행한다. 아세트산나트륨(sodium acetate)을 처리 후, 에
탄올을 첨가하여 침전과정을 진행한다. 침전물을 수득한 후 

건조하여 HA 분말을 얻는다. 

2. 실험동물 사육 및 사료 섭취

본 평가를 위한 실험동물은 4주령 암컷 SKH-1 hairless mice
를 ㈜대한바이오링크(Korea)에서 구입하여 사용하였다. 동물 

입수 후 2주의 적응기간을 거친 후, 8마리씩 총 6군으로 분리

하여 실험하였다. 실험군은 정상 대조군(Nor. Group), 주름 유

발군(Con. group), 양성대조군(Retinoic acid; RA), HA에 대한 

농도에 따른 세 군(10 mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg)을 포함한 

총 6군으로 나누어 14주에 걸쳐 실험을 진행하였다(Fig. 1). 
실험동물은 일정한 조건(온도: 22±2 ℃, 습도: 50±10%, 명암

Fig. 1. Period for experiment and its abbreviation

주기: 12시간 점등/12시간 소등, 조도: 200~300 Lux, 환기회

수: 10~ 15회/시간)의 환경에서 사육하였다. 사료는 121℃에

서 15분간 멸균하여 건조시킨 후 자유섭취 하였으며, 음수는 

1차 증류수로 자유급수 하였다.

3. 주름유도

광노화에 의한 주름을 발생시키기 위해 정상 대조군을 제

외한 5군에 매 주 3번 조사를 원칙으로 하여 UVB 조사를 실

시하였다(UV 조사장치, L&T, Korea). 먼저 예비시험을 통해 

100 mJ/cm2, 150 mJ/cm2, 200 mJ/cm2 조사량을 조사하고, 24시
간이 지난 후 최초의 홍반이 나타나는 자외선 조사량인 1MED 
(minimal erythemal dose)를 150 mJ/cm2로 정하였다. UV 조사

를 시작한 첫째 주에 1 MED(150 mJ/cm2), 둘째 주에 2 MED, 
셋째 주에 3 MED, 넷째 주에서 열째 주까지 4 MED를 조사

하였다(Fig. 1). 10주 동안 조사하여 총 UV 조사량이 90 MED 
(13,500 mJ/cm2)가 되도록 했으며, UV 조사량은 UV radiometer
로 측정하였다.

4. 시험물질 투여 및 기간

양성 대조군에 투여하는 시험물질은 Retinoic acid(RA)로 

일주일에 0.01% 농도로 3회, 100 μL/회 도포하였다. HA 투여

군은 UVB 조사 4주전부터 투여하여 UVB 조사기간 10주를 

포함한 총 14주 동안 10 mL/kg으로 1일 1회 경구 투여하였다

(Fig. 1).

5. In vivo에서의 주름 개선 평가

UVB에 의해 생성된 주름에 대한 개선 효과를 알아보기 위

해 육안평가 및 주름 replica를 제작하여 주름 길이와 깊이, 
주름의 수를 측정하였다(Bae 등 2012). 주름 replica는 10주 후 

제작하였다. Mice를 Ether로 마취하여 등 아래쪽 동일한 부위

에 disc(diameter 10 mm)를 붙이고 silicon rubber(silflo, Germany)
에 catalyst 1~2방울과 섞어주어 disc 위에 바른다. 1~2분 후에 

silicon rubber가 굳으면 떼어내어 측정용 replica에 고정시켜 

dust-free 상태에서 skin visioline VL650(Courage Khanzaka, Ger-
many)을 이용해 주름의 개수와 깊이 그리고 주름 길이를 측

정하였다. 또한 사진촬영(D3.100, Nikon, Japan)을 통해 육안

적 피부변화의 관찰에 대한 참고자료로서 이용하였고, UV 
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조사 개시 후 10주 후 실시하였다.

6. 피부 두께 측정

UV 조사가 시작된 시점으로부터 10주 후 쥐의 등 가운데 

부분에서 조금 아래쪽으로 너비 1 cm 되는 부위를 표시하여 

vernier caliper로 피부 두께를 측정하였다.

7. 피부조직병리학적 관찰

광노화에 의해 발생한 교원섬유와 탄력섬유의 양과 형태 

및 HA의 급여효과를 관찰하기 위해 Masson's trichrome staining 
및 Verhoeff’s staining을 진행하였다. 

1) Masson’s trichrome 염색 관찰

UVB로부터 발생한 광노화 중 교원섬유의 양과 형태를 관

찰하기 위해 Masson’s trichrome staining을 진행하였다(Song 
등 2013). 쥐를 에테르로 과마취하여 희생한 후, 피부조직을 

취하여 10% formalin 용액에 24시간 이상 고정한다. 이후 수

세, 탈수, 투명, 침투 과정을 진행하고, 이 과정을 거친 조직을 

paraffin으로 포매하여 5 μm의 두께로 절편한 후 염색과정을 

진행하였다. 염색은 56℃ Bouin’s solution에 15분간 담그고, 
Masson’s trichrome(Masson’s trichrome stain LG solution; Sigma, 
St. Louis, MO, USA) 염색 후 진피층 내의 교원섬유의 양과 

형태를 광학현미경(Olympus CKX41, Tokyo, Japan)을 사용해 

200배의 배율로 관찰하였다.

2) Verhoeff’s staining
광노화 중 탄력섬유의 양과 형태 및 HA 급여의 효과를 관

찰하기 위해 Verhoeff’s staining을 진행하였다(Bae 등 2012). 
쥐를 에테르로 과마취하여 희생한 후 피부조직을 취하여 10% 
formalin 용액에 24시간 이상 고정한다. 이후 수세, 탈수, 투
명, 침투 과정을 진행하고, 이 과정을 거친 조직을 paraffin으
로 포매하여 5 μm의 두께로 절편한 후 염색과정을 진행하였

다. 염색은 elastin staining kit(Sigma, St. Louis, MO, USA)이 

있는 elastin stain solution으로 먼저 염색하고, ferric chloride 
solution으로 감별 수세 후 Van Gieson solution으로 염색하여 

진피층 내의 탄력섬유의 변형을 광학현미경(Olympus CKK41, 
Tokyo, Japan)을 통해 관찰하였다.

8. 통계처리

모든 자료들은 평균과 표준편차로 나타내었으며, SPSS 
program(SPSS INC, ver.12.0)을 이용하여 통계해석을 실시하

였다. One-way analysis of variation(ANOVA)을 실시하여 유

의성이 관찰되면 대조군과 유의차가 있는 시험 군을 확인하기 

위해 Dunnett's t-test 다중검정을 실시하였다(유의수준 p<0.05).

결과 및 고찰

1. 체중 변화 관찰

시험기간 동안 실험동물의 체중 변화를 관찰하였다. 시험 기

간 중 정상 군을 포함한 모든 군에서 체중 증가가 있었으며, 각 

군간 체중에 대한 통계적 유의한 차이는 관찰되지 않았다(Fig. 2).

Fig. 2. Body weights in hairless mice. Each point represents 
the mean (n=8)

2. 주름 Replica를 통한 피부주름의 형태학적 변화

UVB 조사로 유도된 광노화로부터 HA가 주름에 미치는 

영향을 알아보기 위하여 UVB 조사 후 10주가 지난 후의 시

험동물의 등에 replica를 이용해 피부주름의 형태를 확인하였

다(Fig. 3). 주름유발군(Con.)의 주름은 정상대조군(Nor.)에 비

해 굴곡이 두껍고 깊은 주름의 형상을 띠고 있었다. 농도별로 

시료를 급여하였을 때, 시료의 농도가 높아질수록 주름의 깊

이와 형상이 주름유발군과 분명하게 차이를 보이는 것을 확

인할 수 있었다.

3. In vivo에서의 주름지표의 변화

10주간의 UVB 조사가 끝난 후, 시험동물의 등에 주름 rep-
lica를 제작하여 주름지표를 측정하였다(Fig. 4). 주름 유발 10
주차에서는 주름유발군은 주름의 깊이가 22.46±2.67 μm, 주
름의 두께는 1.68±0.05 mm, 주름 수는 793.60±92.59로 정상대

조군(Nor.)에 비해 증가하였다. 양성대조군(RA)에서 주름의 

깊이, 두께 및 주름 개수는 각각 19.28±0.95 μm, 1.34±0.07 
mm, 653.57±83.54로 현저하게 줄어드는 것을 확인할 수 있었

다. HA 실험군 역시 주름의 깊이, 두께, 주름 수가 주름유발

군에 비해 줄어드는 경향을 보였으며, 160 mg/kg의 농도에서

는 주름의 깊이가 19.44±0.75 μm, 주름의 두께는 1.35±0.08 mm, 
주름 수는 645.00±98.34로 양성대조군의 결과와 비슷한 수치

를 보였다. 반면, 주름 길이는 주름유발군에 비해 감소하는 

경향이 있지만, 통계적 유의성은 없었다. 40 mg/kg과 160 mg/ 
kg의 결과에서 주름의 깊이와 길이의 효능은 확인할 수 있으
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Fig. 3. Anti-wrinkle effect of HA on UVB-induced 
hairless mice skin at 10 weeks later

Fig. 4. Effect of administration of tested materials on 
UVB-induced wrinkle formation on dorsal skin of hairless 
mice at the end of week 10. The values are mean±S.D. of 
8 SKH-1 hairless mice. Significant difference from UVB-treated 
group by Dunnet’s t-test: *p<0.05, **p<0.01

며, 평균값이 160 mg/kg에서 40 mg/kg보다 증가하는 양상을 

보였지만 유의적 차이를 나타내지 않으므로, HA의 피부재생

효과를 확인할 수 있다. 

4. 피부의 조직학적 변화

1) Masson’s trichrome staining 관찰

교원섬유는 UV로부터 손상이 되면 교원섬유망이 망가지

고 제 기능을 다하지 못한다. 이러한 손상된 교원섬유망이 피

부에 쌓이게 되면 노화의 원인이 된다(Varani 등 2001). 진피

층 내 교원섬유의 양과 형태를 확인하기 위해 Masson’s tri-
chrome staining을 진행하였다(Fig. 5). 정상대조군은 교원섬유

의 밀도가 조밀하고 배열이 규칙적이지만, 주름유발군은 교

원섬유가 파괴되어 밀도가 엉성하고 배열이 불규칙적이며 

양도 많이 줄어 있다. 양성대조군과 시료처리군에서는 주름

유발군에 비해 교원섬유의 밀도가 조밀하고 배열이 규칙적

으로 나타났으며, 시료처리군의 농도가 높아짐에 따라 형태

가 더욱 조밀해지는 것을 확인하였다. 

2) Verhoeff’s staining 관찰

UV에 노출된 피부의 진피층에서는 탄력섬유의 분해가 일

어나는데, 이는 엘라스타아제 라는 효소가 활성화되어 탄력

섬유의 분해를 촉진하며, 탄력섬유망을 망가뜨리며, 호중구에 

염증을 일으켜, 탄력섬유증인 elastosis를 일으킨다(Labat-Robert 
등 2000). 진피층 내 탄력섬유의 양과 형태를 관찰하기 위해 

Verhoeff’s staining을 진행하였다(Fig. 6). 정상대조군은 탄력섬

유의 배열이 규칙적이고 조밀하지만, 주름유발군은 변성되고 

엉긴 탄력섬유증이 관찰되었다. 양성대조군과 시료처리군에서

는 주름유발군에 비해 변성된 탄력섬유증의 크기와 빈도가 줄

어들었으며, 시료의 농도가 높아질수록 뚜렷하게 관찰되었다.

요 약

본 연구에서는 HA에 대하여 UVB로 주름을 유도시킨 hairless 
mice에게 경구 투여를 하였을 때, 주름 개선에 미치는 영향을 

관찰하였다. 쥐는 UV를 쪼여 광노화를 진행하였으며, HA는 

UVB에 노출시키기 4주 전부터 투여하여 총 14주 동안 투여

하였다. 주름 개선 평가는 replica 제작하여 주름의 길이, 깊
이, 개수, 두께로 평가하였다. 또한, 피부의 조직학적 평가를 

통해 진피층 내 교원섬유와 탄력섬유의 양과 형태를 관찰하

였다. 10주 동안의 HA를 급여하였을 때 주름의 깊이, 두께, 
개수를 측정한 주름 개선 평가에서 세 항목 모두 개선되는 

결과를 보였다. 특히 HA의 160 mg/kg 농도에서는 주름의 깊

이는 19.44±0.75 μm, 주름 수는 654.00±98.34, 주름두께는 1.35± 
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Nor. group Con. group RA group

HA 10 mg/kg HA 40 mg/kg HA 160 mg/kg

Fig. 5. Histological observation on collagen fibers in photoaged SKH-1 hairless mice skin after14-week application of 
hyaluronic acid (×200). a: epidermis b: collagen fibers (blue) c: sebaceous gland hyperplasia 

Nor. group Con. group RA group

HA 10 mg/kg HA 40 mg/kg HA 160 mg/kg

Fig. 6. Histological observation on Elastin fibers in photoaged SKH-1 hairless mice skin after14-week application of 
hyaluronic acid (×200). a: epidermis b: collagen fibers (purple) c: elastosis d: sebaceous gland hyperplasia

0.08 mm로 양성 대조군(RA)의 결과(주름깊이; 19.28±0.95 μm, 
주름 수; 953.57±83.54, 주름두께; 1.34±0.07 mm)와 비슷한 수

치를 나타내며, 우수한 피부 광노화 개선효과를 보였다. 하지

만, 주름길이의 결과에서는 유의적 차이를 나타내지 않았다. 
HA의 섭취로 인한 교원섬유 및 탄력섬유 염색을 통한 조직

학적 평가에서는 UV에 의해 밀도가 엉성하고 배열이 불규칙

적이던 섬유들이 개선된 것을 관찰할 수 있었다. 이상의 결과

로 보아 HA를 경구 투여 시 UV로부터 유도된 광노화 억제 

및 피부주름 개선에 효능이 있음을 확인하였다.
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