
The Effects of the Fruits of Foeniculum vulgare on Skin Barrier Function and 
Hyaluronic Acid Production in HaCaT Keratinocytes

Hak Yin Yu
1
, In Jun Yang

1
, V.R Lincha

1
, In Sik Park

2
, Dong-Ung Lee

3
 and Heung Mook Shin

1,4
*

1
Department of Physiology, College of Korean Medicine Dongguk University, Gyeongju 780-714, Korea 

2Department of Anatomy, College of Korean Medicine Dongguk University, Gyeongju 780-714, Korea 
3Division of Bioscience, Dongguk University, Gyeongju 780-714, Korea 
4
Korea Promotion Institude for Traditional Medicine Industry, Kyungsan 712-260, Korea

Received June 29, 2015 /Revised August 12, 2015 /Accepted August 13, 2015

Foeniculum vulgare (FV) has long been used in traditional medicine for the treatment of inflammatory 
diseases. In addition, it is usually known as an important medicinal and aromatic plant widely used 
as a carminative, digestive, lactogogue, and diuretic, and for treating respiratory and gastrointestinal 
disorders. The skin barrier protects against the invasion of pathogens, fends off chemical and physical 
assaults, and protects against extensive water loss. In this study, the effects of solvent-fractionated FV 
fruits on strengthening the skin barrier and maintaining moisture, as well as their antifungal activity, 
were investigated in human keratinocyte (HaCaT) cells. The expression of involucrin, loricrin, filag-
grin, hyaluronic acid synthase, human β defensin, and cathelicidin genes and proteins was measured 
by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and western blotting. The production of 
hyaluronic acid was determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The butanol frac-
tion increased the expression of involucrin and filaggrin. Both the ethyl acetate and the butanol frac-
tions increased hyaluronic acid production by promoting the expression of hyaluronic acid synthase-1. 
Although the antimicrobial peptides were increased by FV crude extract and its fractions, the samples 
did not show a significant effect compared to the normal group. These results suggest that the butanol 
fraction of FV could be very useful in cosmetics for the treatment of dermatological diseases.
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서   론

피부는 표피(epidermis), 진피(dermis), 피하조직(subcuta-

neous tissue, hypodermis)으로 구성된 기관으로써 수분 유지 

및 병원균을 포함한 외부 감염원의 침입을 방어하는 장벽기능

(barrier function)을 수행한다[13]. 주로 각질형성세포(kerati-

nocyte)로 구성된 표피는 두께가 0.05-1.5 mm정도 밖에 되지 

않지만 낮은 투과성으로 외부 환경에서 인체를 보호하는 물리

적 장벽은 물론, 체내 수분을 보호하는 보습장벽, 항균 펩타이

드(antimicrobial peptide)로 구성된 화학적 장벽 등 대부분의 

피부장벽기능을 수행하고 있다[34]. 

표피세포의 95%를 차지하는 각질형성세포는 기저층(basal 

layer)에서 증식(proliferation)하면서, 점차 상부인 유극층

(spinous layer), 과립층(granular layer)을 거쳐 각질세포 

(corneocyte)로 최종 분화(differentiation)한다[27]. 이러한 분

화과정에서 각질형성세포는 납작한 모양의 핵이 없는 각질세

포로 변형되고, 동시에 표피의 과립층과 유극층 상부에서 인

볼루크린(involucrin) [14], 표피의 과립층과 각질층에서 로리

크린(loricrin), 필라그린(filaggrin) [24, 48, 50] 등 분화를 촉진

하는 인자들이 발현하여[12, 51] 각질 내 케라틴 세섬유

(keratin filament)를 응집함으로써 단단하고 편평한 구조인 각

질세포막(cornified cell envelope)을 형성, 피부의 강력한 물리

적인 장벽과 투과장벽기능에 기여하게 된다[49]. 특히, filag-

grin은 분해과정을 통해 pyrrocarboxylic acid나 trans-ur-

ocanic acid등의 천연함습인자(natural moisturizing factors)

를 형성하여 피부 보습에 중요한 역할을 수행함은 물론, 각질

층 pH의 정상화, 항염작용 등도 수행한다[9, 19]. 

피부는 filaggrin에서 유래한 천연함습인자 외에도 hyalur-

onic acid (HA), urea, citrate, lactate, glycerol 등의 다양한 

함습인자에 의해 보습장벽 기능을 수행한다. 이중 HA 는 분자

량이 20-40만에 이르는 고분자화합물로써 표피의 수분 증발을 

막아 피부의 탄력성을 유지할 뿐만 아니라, 영양성분의 저장

과 확산, 세포 이동 등에 관여한다[11, 47]. HA는 주로 각질형

성세포 및 섬유아세포(fibroblast)의 hyaluronic acid synthase 

(HAS)에 의해 합성되어 세포외기질에 축적된다[41]. 지금까지 
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알려진 HAS 유전자는 HAS-1, HAS-2, HAS-3의 세 가지 형태

가 보고[6, 18]되었으며, 이들의 발현저하로 인한 보습장벽의 

결함은 표피의 위축, 주름형성, 피부 수분량 감소, 탄력성 저하 

등 피부노화를 일으키는 것으로 보고[29]되었다. 

피부는 또한 화학적 장벽의 기능도 갖고 있다. 이러한 화학

적 장벽 기능은 각질세포 간 지질의 투과 장벽 기능과 피부 

표면의 낮은 산성도(pH 5.5), 각질층 내 항균 펩타이드 등에 

의해 유지된다. 피부에서 분비되는 항균 펩타이드에는 디펜신

(human β-defensin-1, 2, 3)과 cathelicidin, secretory leuko-

cyte proteinase inhibitor, dermcidin, adrenomedullin 등이 있

다[27]. 이러한 항균 펩타이드는 감염이나 염증반응에 의해 급

격하게 증가하면서 일차적인 방어기능을 수행하고, 2차적으

로 호중구, 비만세포, 단핵구 등과 같은 면역 세포를 활성화하

여 면역을 증진하는 화학장벽 기능을 수행한다[36, 53]. 만성 

피부질환에서 높은 세균 감염율을 보이는 것은 이러한 항균성 

펩타이드의 발현의 저하와 관련 있는 것으로 보고되었다[5, 

25, 39]. 

이처럼 피부장벽의 기능과 중요성에 대한 관심이 높아지면

서 기존의 항산화기전을 중심으로 수행되어 온 피부미용소재 

개발연구는 점차 피부장벽 손상의 회복 및 조절을 통한 개발

연구로 다양화되고 있는 추세이다. 최근에는 아토피피부염과 

filaggrin유전자의 변이와의 관련성이 입증되고[46], 건선 등의 

만성 피부질환 또한 항균 펩타이드의 발현 저하와 관련이 있

는 것으로 보고[16, 20]됨에 따라 피부질환 치료제 개발에서도 

피부장벽의 항상성 유지가 중요한 관건이 되고 있다. 본 연구

에서는 피부장벽기능 개선을 위해 이용 가능한 소재를 확인하

는 과정에서 회향이 연구가치가 있다고 판단하였다.

회향은 미나리과에 속하는 다년생식물인 Foeniculum vul-

gare Mill. (FV)의 성숙한 과실을 건조한 것으로 주로 Trans- 

anethole, fenchone, methylchavicol, estragole, limonene 등의 

성분이 함유되어 있다[35]. 한의학에서는 온중산한(溫中散寒), 

이기지통 (理氣止通), 난간신(暖肝腎), 조중화위(調中和胃) 등

의 효능이 있다고 하였으며, 임상에서 항염(抗炎), 진통(鎭痛), 

구충(驅蟲), 이뇨(利尿), 진경(鎭痙)에 사용되어 온 약재이다

[44]. 기존 연구에 의하면 회향은 손상된 간세포의 기능 회복에 

효과가 있으며[29], 자연발증 고혈압 쥐의 혈압강하에 뛰어난 

효과가 있고[23], 활성화된 대식세포에서 염증매개물질의 생

성에 대한 억제 효과가 있음[8]을 보고하였다. 회향 추출물은 

충치균에 대한 항균효과를 가지고 있으며[28], 항산화[7, 40], 

항암, 항돌연변이 및 신경활성이 높고[30], 항비만 효능을 가지

고 있다고 보고되었다[43]. 또한 최근에는 회향 추출물의 피부

정화 및 피부건조 방지에 의한 피부노화 방지 효과[45]가 연구

되기도 하여 피부질환 예방 및 개선 효능을 가질 것으로 보인

다. 그러나 아직까지 피부장벽에 관한 회향의 효능에 대해서

는 밝혀지지 않아 더 많은 연구가 필요한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 회향 열매 메탄올 추출물을 이용하여 

그 분획을 제조한 후, 각질형성세포주(HaCaT cell)에 처리하

여 피부장벽 조절인자에 미치는 영향을 규명하고, 향후 미용

소재 및 피부질환 치료소재로서의 이용가능성을 검토하였다.

재료 및 방법

시약

세포배양에 사용된 Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM), fetal bovine serum (FBS)은 Welgene Inc (Daegu, 

Korea)에서 구입하였고, streptomycin-penicillin은 GIBCO 

(Grand Island, USA)에서 구입하였다. 2,3-bis-(2-methoxy-4- 

nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxani-lide는 

Roche Applied Science (Mannheim, Germany)에서 구입하였

고, hyaluronic acid (HA) enzyme linked immunosorbent as-

say (ELISA) kit는 R&D Systems (Minneapolis, USA)에서 구

입하였다. First strand cDNA synthesis kit는 Thermo 

Scientific (Rockford, USA)에서 구입하였으며, bradford pro-

tein assay reagent는 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)에

서 구입하였다. 실험에 사용된 antibody 중 anti-filaggrin, an-

ti-loricrin, anti-involucrin은 Abcam (Cambridge, MA)에서, 

anti-rabbit IgG horseradish peroxidase-conjugated antibody

는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)에서 구입하

였다. 그 외에 실험에 사용한 모든 시약은 분석용 등급 이상으

로 사용하였다. 

시료 제조

본 실험에 사용한 FV는 경상북도 경주 소재 전문한약재상

에서 구입하여 동국대학교 한의과대학에서 검정한 다음, 사용

하였다. 건조된 FV의 분말 1.0 kg에 80% methanol 900 ml를 

가하여 3시간 동안 추출하고, 추출액을 여과한 후 rotary vac-

uum evaporator로 농축한 다음 동결 건조하여 92.5 g의 추출

물(M)을 얻었다. 메탄올 추출물은 극성 차를 이용해 n-hexane 

(H), methylene chloride (MC), ethyl acetate (E), n-butanol 

(B) 용매를 첨가하여 각 단계별로 2회씩 분획하였다. 메탄올 

추출물 중 90 g을 물에 현탁한 후 동일양의 n-hexane과 혼합하

여 분획하고, 물 층은 다시 methylene chloride로 분획하고, 

이를 다시 물 층은 ethyl acetate로 분획한 후, 남은 물 층은 

마지막으로n-butanol로 분획한 다음 수득한 각 분획층을 여

과, 농축, 동결건조 하여 H는 47.8 g, MC는 1.4 g, E는 1.6 g, 

B는 5.5 g을 얻었다. 동결건조 후 얻은 시료는 -78℃의 deep 

freezer에 보관하면서 실험에 사용하였다. 

세포 배양

사람의 각질형성세포주(human keratinocyte cell)인 HaCaT 

세포는 독일 암연구소(DKFZ)의 Norbert E. Fusenig박사로부

터 분양 받아 사용하였다. 세포는 10% FBS와 1% penicillin- 
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Table 1. Sequences of PCR primers of the genes investigated

Gene Primer Sequence (5' to 3')

Involucrin
Sense

Antisense

ACCTAGCGGACCCGAAATAA

TGGAACAGCAGGAAAAGCAC

Loricrin
Sense

Antisense

CACTGGGGTTGGGAGGTAGT

GCTCTCATGATGCTACCCGA

Filaggrin
Sense

Antisense

AAGCTTCATGGTGATGCGAC

TCAAGCAGAAGAGGAAGGCA

HAS-1
Sense

Antisense

CCACCCAGTACAGCGTCAAC

CATGGTGCTTCTGTCGCTCT

HAS-2
Sense

Antisense

TTTGTTCAAGTCCCAGCAGC

ATCCTCCTGGGTGGTGTGAT

HAS-3
Sense

Antisense

CCCAGCCAGATTTGTTGATG

AGTGGTCACGGGTTTCTTCC 

HBD-1
Sense

Antisense

TTCTGGTCACTCCCAGCTCA

GAGGTTGTGCAATCCACCAG

HBD-2
Sense

Antisense

GCCTAGCATGGTGGCTTACA

TCTTTGCATACCCCACCAGA

HBD-3
Sense

Antisense

CTGTTCCTCCTTTGGAAGGC

GTGGGTGTGTTCTGCATGGT 

LL-37
Sense

Antisense

GGCGGTAGAGGTTAGCATCC 

ATCAGGAAGGCTCCTGGTTG

GAPDH
Sense

Antisense

CAAAGTTGTCATGGATGACC

CCATGGAGAAGGCTGGGG 

streptomycin이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37℃, 5% 

CO2 조건에서 배양하였다. 

세포 생존율 측정

시료들의 각질형성세포에 대한 독성 측정을 위해 XTT kit

를 사용하여 실험을 수행하였다. 세포를 96 well plate에 1×104 

cells/well의 농도로 100 μl씩 분주하고 24시간 동안 배양한 

다음 FBS가 첨가되지 않은 배지로 교체하여 18시간 starvation 

시킨 후, 시료를 각각 0, 10, 50, 100 μg/ml 의 농도로 처리하여 

다시 24시간 동안 배양하였다. 시료처리 후, XTT 시약이 든 

배지로 교체하여 4시간 동안 반응시킨 후 microplate reader 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 450 

nm에서 흡광도의 변화를 측정하였고, 대조군(control)에 대한 

세포 생존율을 백분율로 표시하였다. 측정값은 3회 반복 실험

의 평균값으로 나타내었으며, 독성을 유발하지 않은 농도 범

위에서 실험을 진행하였다. 

Hyaluronic acid 생성량 측정

HaCaT 세포를 6 well plate에 1×106 cells/well의 농도로 

분주하여 배양한 후, FBS가 첨가되지 않은 배지로 교체하여 

18시간 starvation 시키고, 각 시료를 50 μg/ml씩 처리하고 

양성대조군으로 retinoic acid (1 μM)를 처리하여 24시간 동안 

배양하였다. 배양된 세포의 상등액을 회수한 후 제조사의 매

뉴얼에 따라 ELISA assay를 수행하여 hyaluronic acid의 생성

량을 측정하였다.

Reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR) 

각 시료(50 μg/ml)와 양성대조군으로 Ca2+ (1.2 mM), reti-

noic acid (1 μM)를 처리한 후 24시간을 배양한 HaCaT 세포를 

TRI-reagent (Molecular Research Center, Cincinnati, USA)를 

이용하여 제조사의 방법에 따라 total RNA를 분리하고, UV- 

1700 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하

여 260 nm에서 RNA를 정량한 후 total RNA 1 μg은 first 

strand cDNA synthesis kit를 이용하여 역전사 시켰다. cDNA

는 RT-PCR 증폭을 위한 template로 사용되었으며, PCR pri-

mer는 선택적인 primer를 Bioneer (Daejeon, Korea)에서 구입

하여 사용하였다(Table 1). PCR은 95℃에서 10초(denaturation), 

56℃에서 30초(annealing), 72℃에서 1분(extension)의 반응을 

30회 반복하는 것을 조건으로 하였다. PCR에 의한 생성물은 

1% agarose gel에서 전기영동을 실시한 후 digital capture 

system (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel)을 이용

하여 확인하였다. 유전자의 발현은 internal control gene인 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)로 표

준화한 후, Gelquant 2.7 software (DNR Bio-Imaging Sys-

tems)를 이용하여 상대 정량하였다.

Western blot analysis

각 시료(50 μg/ml)와 양성대조군으로 Ca2+ (1.2 mM)을 처

리하여 24시간 동안 배양한 세포를 2~3회 PBS (phosphate 

buffered saline)로 세척하고, protease inhibitor cocktail 

(Roche Diagnostics, Indianapolis, USA)을 함유한 lysis buffer

를 혼합하여 얼음 위에 30분간 반응시킨 후 12,000 rpm에서 

5분 원심분리하여 상층액을 회수하였다. 단백질 농도는 brad-

ford protein assay reagent를 사용하여 595 nm에서 흡광도를 

측정하여 정량하였다. 정량 후의 동일한 단백질 양의 각 시료

를 SDS-polyaclylamide gel (7.5%~12%)을 이용하여 변성 분

리하고, 이를 polyvinylidene difluoride membrane에 200 ㎃

로 2시간 동안 transfer하였다. Membrane은 5% skim milk가 

함유된 Tris buffered saline에 2시간 동안 상온에서 blocking

한 후 primary antibody를 처리하여 4℃에서 overnight 하였

다. 그런 다음 TBST (Tris-buffered saline and 0.1% tween 20)

로 5분씩 3회 세정하고, secondary antibody를 TBST에 처리하

여 상온에서 1시간 동안 반응시킨 뒤 다시 세척하였다. 면역 

반응이 완료된 membrane은 enhanced chemiluminescence 

system (Bio Rad Laboratories, Hercules, USA)을 이용하여 

발색한 후, X-ray 필름상에서 단백질 발현을 관찰하였다. 단백

질 발현은 internal control protein인 β-actin으로 표준화한 후, 

Gelquant 2.7 software (DNR Bio-Imaging Systems)를 이용하

여 상대 정량하였다.
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Fig. 1. Effect of FV methanol extract and of its fractions on 

HaCaT cell viability. Cells were treated with different 

concentration (0, 10, 50, 100 μg/ml) for 24 hr. Cell viabil-

ities were measured by XTT assay as described in mate-

rials and methods. Results are expressed as the means 

± SDs of three independent experiments. * p<0.05 ver. 

control. M, 80% methanol extract; H, hexane fraction; 

MC, methylene chloride fraction; E, ethylacetate frac-

tion; B, butanol fraction.

 통계처리

본 실험에서 얻은 데이터는 마이크로 소프트 엑셀(EXCEL) 

2007 프로그램을 이용하여 평균 ± 표준편차(mean ± standard 

deviation)로 나타내었다. 통계적 유의성은 일원분산(one-way 

ANOVA)으로 분석한 후, student΄s t-test검정을 실시하여 p값

이 0.05미만일 때 유의한 것으로 간주하였다. 

결   과

세포 독성에 미치는 영향

HaCaT 세포에 각 시료를 0, 10, 50, 100 μg/ml의 농도로 

처리하고, 24시간 경과 후 XTT assay를 이용하여 세포 생존율

을 확인하였다. 그 결과 FV메탄올 추출물(M)과 모든 분획물

(H, MC, E, B)에서 50 μg/ml의 농도까지는 95%이상의 세포 

생존율을 보였다. 그러나 100 μg/ml의 농도에서 M은 99%, 

H는87%, MC는 28%, E는 77%, B는 84%의 세포 생존율을 보

이며 H, MC, E, B 처리군에서 독성을 나타냈고, 특히 MC 처리

군에서 강한 독성을 보였음을 확인하였다(Fig. 1). 따라서 모든 

시료처리군에서 독성을 나타내지 않은 50 μg/ml의 농도에서 

실험을 진행하였다. 

Ivolucrin, loricrin, filaggrin의 발현에 미치는 영향

피부장벽은 각질형성세포의 분화 말기과정에서 분비되는 

분화 촉진인자들에 의해 각질세포막을 형성함으로써 물리적 

장벽의 정상적인 기능을 유지하게 된다. FV가 피부장벽기능

에 미치는 영향을 살펴보기 위해 각질형성세포 분화 촉진 시

에 분비되는 ivolucrin, loricrin, filaggrin의 발현을 RT-PCR과 

Western blot을 이용하여 측정하였다. HaCaT 세포에 시료를 

50 μg/ml씩 처리하여 24시간 동안 배양한 후 ivolucrin, lor-

icrin, filaggrin의 mRNA와 protein 발현을 확인하였다. Cal-

cium은 각질형성세포 분화의 촉진에 관여하는 생체 인자로서 

피부장벽기능의 강화에 관련하는 인자들의 발현 관찰에서 양

성대조군으로 사용하였다. 

그 결과 ivolucrin의 경우 M과 H, MC, E, B의 분획에서 

mRNA 발현율이 각각 111.7%, 119.1%, 117.7%, 116%, 122.8%

로 측정되어 모든 시료처리군이 대조군에 비해 증가한 것으로 

나타났으며, M, H, E, B에서 유의한 증가 효과를 보였다. 

Loricrin의 발현은 각각 101.9%, 103.2%, 100.5%, 107.8, 110%

의 발현율을, filaggrin은 103.1%, 103.6%, 105.03%, 103.2, 

105.02%로 loricrin, filaggrin의 mRNA 발현에서도 모든 시료

처리군이 대조군에 비해 증가한 발현율을 보였으나 유의한 

효과를 나타내지는 않았다(Fig. 2A). 

Protein 발현에서 ivolucrin은 M과 각 분획이 100.6%, 

101.5%, 96.2%, 113.2%, 124.6%로 MC를 제외한 M, H, E, B 

분획에서 발현율이 증가하였으며, 특히 B에서 유의하게 증가

한 것으로 확인되었다. Loricrin의 경우 100.4%, 99%, 91.6%, 

93.8%, 99.3%로 M에서만 발현이 증가하였고, 유의한 증가효

과를 나타내지는 않은 것을 확인하였다. Filaggrin의 단백질 

발현은 111.1%, 127.3%, 127%, 118.4%, 127.9%로 모든 시료처

리군에서 증가하였으며, B에서 유의한 효과를 나타내었다

(Fig. 2B). 

Hyaluronic acid의 생성과 hyaluronic acid synthase

의 mRNA 발현에 미치는 영향 

FV가 보습효과에 미치는 영향을 알아보기 위하여 HaCaT 

세포에 각 시료를 50 μg/ml씩 처리하고, 24시간 배양한 후 

회수한 배양액은 ELISA kit를 이용하여 hyaluronic acid (HA)

의 생성량을 측정하였으며, 세포는 RT-PCR를 이용하여 hya-

luronic acid synthase (HAS) mRNA 발현량을 조사하였다. 

HA의 생성량 측정 결과 대조군에서는 43.34±1.71 ng/ml, M

은 46.14±0.59 ng/ml, H은47.8±0.06 ng/ml, MC는 47.8±1.22 

ng/ml, E는 50.88±0.02 ng/ml, B는 48.18±0.96 ng/ml로 모든 

시료처리군에서 대조군에 비해 HA의 생성량이 증가한 것으

로 나타났으며, 특히 E와 B에서 유의한 증가 효과를 보였다

(Fig. 3A). 

HAS mRNA 발현을 조사한 결과 HAS-1은 M과 각 분획에

서 162.9%, 201.1%, 187.2%, 216.8%, 297.8%로 모든 시료처리

군에서 mRNA 발현이 현저하게 증가하였으며, B에서 가장 

많은 증가 효과를 보였고, HAS-2의 경우 104.9%, 107.2%, 96%, 

94.5%, 94%로 M과 H에서만 mRNA 발현이 증가하였고, H에

서 유의성 있는 증가 효과를 나타냈다. HAS-3는 112.2%, 

105.1%, 100.3%, 111.1%, 102.3%로 모든 시료처리군에서 발현

율이 증가하였으나 유의한 효과를 보이지 않았다(Fig. 3B).
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A B

Fig. 2. Effect of FV methanol extract and of its fractions on involucrin, loricrin and filaggrin mRNA and protein expressions. HaCaT 

cells were treated with each sample (50 μg/ml) for 24 hr. (A) mRNA expression were determined by RT-PCR using GAPDH 

mRNA is used as the internal control. (B) Protein expression were determined by western blotting. β-Actin is used as the 

internal control. Result represents three independent experiments. * p<0.05, ** p<0.001 ver. control. 

A

B

Fig. 3. Effect of FV methanol extract and of its fractions on production of hyaluronic acid and hyaluronic acid synthase mRNA 

expression. HaCaT cells were treated with each sample (50 μg/ml) for 24 hr. (A) The supernatants were analyzed for the 

production of hyaluronic acid using an ELISA assay kit. Result represents three independent experiments. (B) mRNA ex-

pression were assessed by RT-PCR. The GAPDH mRNA is used as the internal control. Result represents three independent 

experiments. * p<0.05, ** p<0.001 ver. control.

Human β-defensin-1, 2, 3와 cathelicidin의 mRNA 

발현에 미치는 영향

FV의 화학적 장벽 기능을 확인하기 위하여 항균 펩타이드

인 human β-defensin (HBD)-1, 2, 3와 cathelicidin (LL-37)의 

mRNA 발현을 RT-PCR을 이용하여 조사하였다. 그 결과 

HBD-1의 mRNA 발현은 M과 H, MC, E, B 각 분획에서 

105.8%, 112.2%, 116.1%, 121.2%, 121.1%로 측정되어 모든 시

료처리군에서 대조군에 비해 발현이 증가하였으며, HBD-2는 
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Fig. 4. Effect of FV methanol extract and of its fractions on 

mRNA expression of HBD and LL-37. HaCaT cells were 

treated with each sample (50 μg/ml) for 24 hr. mRNA 

expression were assessed by RT-PCR. The GAPDH 

mRNA is used as the internal control. Result represents 

three independent experiments. 

103.26%, 99.9%, 98.5%, 96.8%, 92.1%로 M에서만 발현이 증가

하였다. 또 HBD-3는 100.9%, 99.6%, 103.7%, 106.2%, 102.9%로 

H를 제외한 시료처리군에서 mRNA의 발현이 증가하였으며, 

LL-37은 102.9%, 109.1%, 100.7%, 105.2%, 109.9%로 모든 시료

처리군에서 발현이 증가한 것으로 나타났다. 그러나 M과 분획

물들 모두 항균 펩타이드 발현을 유의하게 증가시키지 않은 

것으로 나타났다(Fig. 4). 

고   찰

피부장벽의 손상은 보호막 기능을 저하하여 수분 손실로 

인한 건조증과 외부로부터 항원의 침입에 의한 다양한 피부 

질환을 유발하게 한다. 최근에는 피부 질환이 피부장벽기능과 

밀접한 관련이 있다[33, 38]고 보고되었으며, 피부장벽기능 강

화 및 수분의 보충이 피부 질환 치료에 중요한 역할을 할 것으

로 보고 이를 위한 치료제 개발의 연구가 지속적으로 진행되

고 있다. 

본 연구에서는 회향의 항염증, 항산화, 항암 및 피부노화방

지 효능 등 기존 연구를 기반으로 FV가 피부장벽 및 보습에 

미치는 영향을 확인하고자 하였다. 

각질세포의 분화 촉진인자인 involucrin, loricrin, filaggrin

은 피부의 물리적 장벽 역할을 하는 각질세포막의 형성 및 

기능 유지에 중요한 역할을 하여 이들의 발현 감소는 피부장

벽 기능 저하에 의한 아토피피부염 및 건선과 같은 피부질환

을 야기한다고 알려져 있다. Howell 등[21]은 Th2사이토카인

인 interleukin-4, 5, 13 등이 인체 내 B 세포를 활성화하여 IgE 

및 프로스타글란딘 D2 등의 염증매개물질을 분비시킬 뿐만 

아니라, loricrin, involucrin, filaggrin의 발현을 억제하여 발적

과 건조감, 소양감과 같은 아토피피부염의 임상증상을 나타낸

다고 보고하였다. 또한 filaggrin 유전자 돌연변이의 경우 피부

의 주름과 갈라짐이 자주 발생한다는 임상연구 결과[52]들이 

계속 보고되고 있다. 따라서 본 연구에서는 FV가 피부의 물리

적 장벽에 미치는 영향을 확인하기 위해 메탄올추출물(M) 및 

그 분획물(H, MC, E, B)을 24시간 동안 각질형성세포에 처리

한 후, involucrin, loricrin, filaggrin의 mRNA 및 protein 발현

량을 측정하였다. Fig. 2에 나타난 바와 같이 각질형성세포의 

분화를 촉진시키는 것으로 알려진 칼슘(1.2mM)처리 양성대

조군에서는 involucrin, loricrin, filaggrin mRNA 및 protein이 

모두 증가함을 확인할 수 있었다. 이러한 각질세포막 형성인

자는 M과 분획물을 처리함에 따라 증가되는 양상을 보였는데, 

특히 B 처리시 involucrin은 mRNA와 protein, filaggrin의 경

우 protein의 발현율이 통계적으로 유의미한 수준에서 증가하

는 것을 확인하였다. 따라서 본 결과는 분획물 중 B가 각질형

성세포의 분화를 촉진시켜 피부의 물리적 장벽을 개선 및 강

화시킬 수 있음을 제시하고 있다. 

피부 세포외기질의 주요 구성성분으로 보습장벽의 역할을 

하는 HA는 생성량이 감소하면 주름 및 탄력 감소를 유발하여 

피부의 조기 노화, 건선 및 피부염 질환을 일으킬 수 있으므로

[10] 피부 노화 방지 및 피부질환 개선에 HA의 함량 보유가 

중요한 영향을 미칠 것으로 보인다. FV가 피부 보습에 미치는 

영향을 확인하기 위해 HA의 생성량을 관찰한 결과 E와 B는 

50 μg/ml 처리 농도에서 50.88±0.02 ng/ml, 48.18±0.96 ng/ml

로 측정되어 대조군에 비해 각각17%, 11%의 HA 생성 촉진 

효과를 보였다(Fig. 3A). 이러한 HA의 합성은 각질형성세포 

내 HAS에 의해 진행되는데, HAS는 염기서열의 유사성이 높

은 순서로 HAS-1, HAS-2, HAS-3의 세가지 형태가 존재하는 

것으로 보고되었다[26]. 이들은 HA합성에 결정적인 역할을 

하는 효소로서 HA 생성 증가에 관여하므로[32] HAS의 발현

을 촉진함으로써 HA의 합성을 증가시키고자 하는 연구[31, 

37]가 이루어지고 있다. 따라서 본 실험에서는 HAS-1, -2, -3 

발현 촉진효과를 조사하고자 하였으며, 그 결과50 μg/ml 의E

와 B를 24시간 동안 처리시 HAS-1 유전자를 유의미하게 증가

시킴을 확인하였다(Fig. 3B). 이를 통해 E와 B가 HAS-1 유전자 

발현을 촉진하여 최종적으로 HA의 생성을 촉진하는 것으로 

사료된다. 

피부는 표피의 각질세포에서 자체 항균력을 갖는 β-defen-

sins (HBD), cathelicidin (LL-37)과 같은 항균 펩타이드의 생산

을 통해 병원균 침입에 대한 화학적 장벽의 역할을 한다[22, 
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25]. β-defensin은 3-4 kDa의 cationic peptide로 사람에서 유

래한 것은 모두 11종류로 보고되었으나[1] 피부에서 주로 발현

되는 것은 HBD-1, HBD-2, HBD-3로 알려져 있다[15, 17]. 

HBD-1은 상피와 땀샘에서 정상적인 상태에서 항상 발현되며, 

HBD-2와 HBD-3은 세균 감염이나 IL-1β, TNF-α와 같은 사이

토카인의 자극, 그리고 각질형성세포의 분화에 의해 피부나 

상피세포에서 발현된다[3]. LL-37은 HBD-2와 함께 각질형성

세포의 층판소체 내에 존재하는 것으로 그람음성/양성세균, 

진균, 바이러스 등에 대한 강력한 항균작용을 가지며, 피부장

벽의 정상적인 기능 유지에도 관여한다[4]. 이러한 항균 펩타

이드는 세균이나 바이러스에 감염될 경우 급격히 발현량이 

증가하여 항균력을 증진시키는 것으로 알려져 있으나 정상 

상태에서도 분비함으로써 면역력을 강화하여 외부 감염원으

로부터 개체를 방어하는 선천 면역의 중요한 구성 요소이다

[42]. 따라서 항균 펩타이드의 감소는 선천 면역을 저하시키고, 

외부 병원체에 대한 항균력이 감퇴되어 건선[20]이나 여드름 

및 만성 염증성 피부 질환[16]을 유발한다. 이에 본 연구에서는 

FV메탄올 추출물 및 분획물을 각질형성세포에 처리한 후 

HBD-1, 2, 3와 LL-37 mRNA발현량을 측정하였다. 그 결과 

HBD-1, 2, 3와 LL-37 모두 mRNA 발현량이 유의하게 증가하

지 않은 것으로 나타났다(Fig. 4). 따라서 FV는 피부의 화학적 

장벽에 관여하지 않는 것으로 보인다. 

결론적으로 FV 분획물 중 B는 involucrin과 filaggrin의 발

현에 뛰어난 증가 효과를 나타냈다. 또한, E와 B는 HAS-1의 

합성을 증가시킴으로써 HA 생성량을 증가시켰다. 한편 FV는 

모든 항균 펩타이드의 mRNA발현에서 유의미한 변화를 일으

키지 않았으므로, 피부의 화학장벽에는 영향을 미치지 않을 

것으로 판단된다. 따라서 FV 분획물 중 B는 각질형성세포의 

분화를 촉진하여 피부의 물리적 장벽기능을 향상시키고, 피부

보습인자의 생성을 통해 피부건조증을 개선함으로써 피부질

환 치료제 및 미용 기능성 소재로 활용이 가능하리라 사료된

다. 활성이 우수한 E 분획물에는 cardiac glycoside류, tannin

류, phenol류가 그리고 B 분획물에서는 alkaloid류, steroid류, 

cardiac glycoside류, tannin류, phenol류 및 triterpenoid류 등

이 함유되어 있음이 보고되어 있다[2]. 향후 FV의 B분획물이

나 B분획물에 함유된 성분들의 분리 및 분석을 실시하고 나아

가 생리활성 기전을 규명한다면, 피부장벽 기능개선 소재로 

개발될 가치가 매우 높을 것으로 생각된다.
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초록：HaCaT 세포에서 회향 열매의 피부장벽기능과 hyaluronic acid 생성에 미치는 영향

유학인1․양인준1․빅터루베리오린차1․박인식2․이동웅3․신흥묵1,4*

(1동국대학교 한의과대학 생리학교실, 2동국대학교 한의과대학 해부학교실, 3동국대학교 과학기술대학 바이오학부, 
4한국한방산업진흥원)

회향은 미나리과에 속하는 다년생식물인 Foeniculum vulgare Mill.의 성숙한 과실로서 항염, 진통, 피부노화방지 

등의 효과를 가지고 있어 다양한 질환에 우수한 치료효과를 나타내는 것으로 알려져 왔다. 따라서 본 연구에서는 

기능성이 우수한 회향 열매 추출물을 이용하여 피부 질환 치료제 및 피부장벽 기능 개선 소재로서의 적용가능성

을 확인하였다. 이를 위해 각질형성세포주인 HaCaT에 회향 열매 메탄올 추출물과 그 분획물(hexane, methyl 

chloride, ethyl acetate, butanol)을 처리한 후, involucrin, loricrin, filaggrin의 발현과 hyaluronic acid의 생성 및 

β-defensin -1, -2, -3, LL-37의 mRNA 발현을 측정하였다. 그 결과butanol 분획물 50 μg/ml을 24시간 동안 처리시 

involucrin과 filaggrin단백질 발현을 각각122.8%, 105%로 유의하게 증가시킴을 확인하였다. Elisa assay를 통해 

분석한 결과, ethyl acetate와 butanol 분획물은 대조군에 비해 hyaluronic acid의 생성을 각각17%, 11% 증가시켰

으며, 이는 hyaluronic acid synthesis-1의 mRNA 발현 증가에 의한 것임을 확인하였다. 그러나 회향 열매 메탄올 

추출물과 분획물 모두에서 β-defensin -1, -2, -3, LL-37의 mRNA 발현은 증가되지 않았다. 이러한 결과는 회향 

열매 butanol 분획물이 각질형성세포에서 물리적 장벽을 형성하고 보습인자 조절을 통해 피부장벽 기능을 강화하

는데 효과적임을 의미한다. 
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