
제니스테인 Cyclodextrin 포 체의 항염  피부장벽에 미치는 향
 

최 동 준⋅조 욱 민⋅최 다 희⋅황 형 서†

세명대학교 화장품뷰티생명공학부

(2018년 4월 30일 접수, 2018년 5월 28일 수정, 2018년 6월 7일 채택)

Effects of Anti-inflammation and Skin Barrier by Genistein Cyclodextrin Complex

Dong Jun Choi, Uk Min Cho, Da Hee Choi, and Hyung Seo Hwang†

School of Cosmetic Science and Beauty Biotechnology, Semyung University, 

65 Semyung-ro, Jecheon-si, Chungcheongbuk-do 27136, Korea

(Received April 30, 2018; Revised May 28, 2018; Accepted June 7; 2018)

요 약: 제니스테인(genistein)은 대두에서 추출한 대표적인 이소 플라본 화합물 중 하나이며 노화 방지 및 항염

증 활성 효과에 대한 연구가 많이 이뤄졌다. 그러나 제니스테인은 유기용매에 높은 용해도를 보일지라도 물에 

대한 수용성은 매우 낮아 생체이용률이 떨어진다. 따라서 본 연구에서는 제니스테인의 수용성과 안정성이 크게 

향상된 제니스테인 cyclodextrin 포접체(genistein CD complex)를 제니스테인과 직접 비교 분석하고자 하였

다. 우선 세포독성 실험을 위해 RAW264.7 대식세포를 대상으로 CCK-8 assay를 시행하였고, 제니스테인 및 

제니스테인 cyclodextrin 포접체 모두 10 μg/mL 농도부터 세포독성이 나타나 최대 농도는 10 μg/mL로 설정

하고 실험을 진행하였다. LPS에 의해 활성화 된 RAW264.7 세포에서 NO(nitric oxide) 생성 및 iNOS mRNA 

발현을 관찰한 결과 제니스테인 CD 포접체가 제니스테인 자체 보다 더 효과적으로 억제하였다. 또한 IL1-α, 

IL1-β, IL-6 및 TNF-α와 같은 염증성 사이토카인의 mRNA 발현이 농도 의존적으로 감소됨을 확인하였다. 

이 뿐 아니라 인간 각질형성세포인 HaCaT 세포를 이용해 TEER 및 피부장벽 강화 효과를 관찰한 결과 제니스

테인 CD 포접체 처리군에서 TEER이 농도 의존적으로 증가되었고, 세포 이동 실험에서도 동일한 결과를 얻을 

수 있었다. 따라서 제니스테인 CD 포접체에 대한 피부 재생 및 장벽 강화에 관한 임상 연구등이 수행된다면, 

효과적인 아토피 피부염 또는 피부장벽 개선 기능성 화장품 원료로 사용될 수 있을 것으로 기대된다.

Abstract: Genistein is one of the representative isoflavone compounds isolated from soybeans and has been studied very 

well for its anti-aging and anti-inflammatory activity through previous studies. However, although genistein exhibits high 

solubility in organic solvents, it shows low bioavaility due to the low water solubility. In this study, we compared di-

rectly the functional difference between genistein and genistein cyclodextrin complex which has the improved water sol-

ubility and stability by cell based assay. Cell cytotoxicity experiment were carried out on RAW264.7 with CCK-8 assay 

and cytotoxicity was appeared from 10 μg/mL, thereby maximum concentration was set to 10 μg/mL in all condition. 

We discovered that genistein CD complex suppressed NO production and iNOS expression as concentration dependent 

manner in the condition of LPS rather than genistein. Also, we could understand that genistein CD complex was able 

to down-regulate mRNA expression of anti-inflammatory cytokines such as IL1-α, IL1-β, IL-6, and TNF-α as concen-

tration dependent manner in the presence of LPS. In addition, we verified that genistein CD complex increased TEER 

of HaCaT human keratinocyte cells as concentration dependent pattern and stimulated cell division and migration rather 

than genistein in cell migration assay. Thus, it is expected that it can be used as an effective cosmetic raw material 
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1. 서   론

폴리페놀은 주로 식물에서 발견되는 화합물로 분자 

하나에 페놀기가 두 개 이상 포함된 구조적 특징이 있

다. 현재까지 알려진 폴리페놀의 종류는 수천 가지가 

넘고, 주로 녹차의 카테킨, 포도주의 레스베라트롤, 양

파의 쿼세틴, 콩과류 식물의 이소플라본이 대표적인 

폴리페놀이다. 폴리페놀은 체내의 활성산소 제거에 의

한 항산화 효과 및 노화 방지 효과가 탁월한 것으로 알

려져 있다[1]. 폴리페놀 중 하나인 이소플라본은 식물

성 phytoestrogen이라 불린다. 이는 대표적인 여성호르

몬인 에스트로겐과 구조적으로 매우 유사한 특징을 가

지고 있어, 체내 에스트로겐의 생물학적 기능과 유사

한 기능을 나타낸다. 이소플라본의 생합성 과정은 아

미노산인 L-phenylalanine으로부터 chalcone isomerase 

및 isoflvone synthase 등의 효소 반응을 통해 합성되는

데, 이 중 가장 대표적인 이소플라본이 제니스테인

(5,7,4’-trihydroxyisoflavone)과 다이드제인(7,4’-dihy-

droxyisoflavone)이다[2]. 연구결과들에 의하면 제니스

테인은 대표적 대사성 질환인 당뇨, 비만에 대한 치료

효과뿐 아니라 지방산 대사 및 지방 세포 분화 등을 직

접적으로 조절한다고 알려진다[3,4]. 또한 제니스테인

은 염증완화 및 암세포 증식 억제, 세포 이동성 촉진 

등에 효과가 보고되었다[5]. 또한 제니스테인은 lip-

opolysaccharide (LPS)로 염증반응이 활성화 된 RAW 

264.7 macrophages에서 종양 괴사 인자(TNF-α) 및 인

터루킨 6(IL-6)의 과다발현 뿐 아니라 NF-κB 활성화 

및 COX-2와 iNOS를 포함한 많은 염증성 사이토카인 

발현을 저해함으로써 효과적으로 염증반응을 억제하

였다[6,7]. 

일반적으로 피부장벽 조절은 밀착연접(tight junc-

tion) 조절 및 TEER (transepithelial electrical resistance) 

및 세포투과도의 변화 그리고 cell migration 등과 밀접

한 관련이 있다고 알려진다. 제니스테인은 피부각질형

성세포의 transepithelial electrical resistance (TEER)을 

증가시키고 피부세포의 이동을 촉진시켰다[8]. 따라서 

제니스테인 피부장벽 강화 기능은 향후 아토피 등과 

같은 피부질환 개선에 도움을 주는 소재로 활용될 수 

있음을 보여준다. 그러나 이소플라본은 농도의 차이에 

따라 서로 상이한 결과를 나타내기도 하는데, 최근 연

구에 따르면 저농도 제니스테인은 세포이동을 촉진시

키는 만면 고농도 조건에서는 세포의 분열을 저해하고 

apoptosis를 유도하였다[9].

제니스테인은 DMSO, 에탄올 등과 같은 유기용매에

서 높은 용해도가 나타내는 반면 물에 대한 용해성은 

매우 낮아 생체이용률이 현저히 떨어지는 단점이 있

다. 최근 이를 극복하기 위한 다양한 제형연구가 수행

되었다. 특히 hydroxypropyl beta-cyclodextrin complex는 

천연 화합물의 용해도, 안정성, 방출 및 생체 이용률을 

향상시키기 위한 캡슐 제형으로 널리 사용되었다

[10-13]. CD 포접체는 전분의 효소 분해로부터 얻어진 

고리형 올리고 사카라이드의 계열이며, 가장 보편적 

인 CD 포접체는 6, 7 및 8개의 glucopyranose (α-1,4)가 

결합 된 α-cyclodextrin (α-CD), β-cyclodextrin (β

-CD) 및 γ- cyclodextrin (γ-CD) 등이 잘 알려져 있다

[14]. 따라서 본 연구에 사용된 제니스테인 CD 포접체

는 7개의 glucopyranose (α-1,4)가 결합 된 hydrox-

ypropyl β-cyclodextrin으로 제니스테인과 같은 기능성 

분자들에 대한 담체 역할을 수행할 수 있어 제니스테

인 자체가 지닌 안정성과 수용성을 크게 향상시킨 것

으로 알려진다[15-18]. 따라서 본 연구에서는 제니스테

인과 제니스테인 CD 포접체를 대상으로 항염증 및 피

부장벽 강화, 세포이동 촉진 등의 효과를 비교 관찰하

여 효과적인 아토피피부염의 개선 화장품 소재 활용성

을 확인하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험 재료

본 연구에서는 제니스테인 CD 포접체(genistien/hy-

droxypropyl beta-cyclodextrin, Macrocare, Korea)와 제니

스테인(G6649, sigma aldrich, USA)을 각각 구매하여 사

용하였다. 

for improving atopic dermatitis or skin barrier if clinical studies on skin regeneration and skin barrier of the genistein 

CD complex are carried out.

Keywords: genistein cyclodextrin complex, isoflavone, anti-inflammatory effects, cell migration, skin barrier
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2.2. 세포 배양

항염증 효능 연구를 위해 RAW264.7를 한국세포주

은행에서 분양받아 사용하였다. 또한 피부장벽 및 세

포이동 연구는 주로 고려대학교에서 분양받은 HaCaT 

세포를 사용하였다. 이 세포주들은 모두 주 2~3 회 계

대배양을 실시하였으며, 배양조건은 37 ℃, CO2 5%로 

유지된 환경에서 배양하였다. 세포 배양액 조성은 

Dulbecco’s modified eagles’s medium (DMEM, Welgene, 

Korea)과 10% fetal bovine serum (FBS, Welgene, Korea), 

penicilin (100 U/mL), streptomycin (100 µg/mL) 

(Pen/Strep, Gibco, USA)로 하였다.

2.3. 세포 독성 평가

제니스테인(G6649,sigma aldrich, USA)과 제니스테인 

CD 포접체(genistien-hydroxypropyl beta cyclodextrin)를 

세포 처리 농도를 결정하기 위해 EZ-cytox cell viability 

assay kit (EZ-1000, Dogenbio, Korea)를 이용하여 

CCK-8 assay를 수행하였다. RAW264.7 cell은 2.0 × 105 

cell/well, HaCaT cell은 5.0 × 104 cell/well이 되도록 24 

well plate에 분주하였고, 24 h 동안 배양하여 plate에 부

착시켰다. 이 후 제니스테인 및 제니스테인 CD 포접체

를 농도별로 희석하여 세포에 처리한 후 24 h 동안 배

양하였고, 이후 상등액을 제거한 후 DMEM : EZ-Cytox

를 10:1로 희석한 용액을 각 well 마다 100 µL씩 처리

하였다. 약 30 min 동안 반응시킨 후 흡광도를 450 nm

에서 측정한 후 세포생존율을 산출하였다.

2.4. NO 생성량 측정

세포 내 NO 생성량을 측정하기 위해 Griess assay를 

진행하였다. 24 well plate에 마우스 대식세포인 

RAW264.7 세포를 well 당 2.0 × 105 cell이 되도록 분주

하여 37 ℃ 조건에서 24 h 동안 배양하였다. 배양한 24 

well plate에 lipopolysaccharide (LPS, sigma aldrich, 

USA)를 1 µg/mL 농도로 처리하여 염증을 유발한 후 

제니스테인 및 제니스테인 CD 포접체를 농도별로 처

리하여 24 h 동안 반응시켰다. 반응을 마친 후 24 well 

plate의 상등액을 96 well plate로 100 µL씩 옮긴 후 

Griess 용액(G4410, sigma aldrich, USA)을 100 µL씩 섞

어 1:1 비율로 30 min 간 실온에서 반응시킨 후 540 nm

에서 흡광도를 측정한 후 값을 산출하였다. 

2.5. RNA 추출 및 RT-PCR

 6 well plate에 RAW264.7 세포를 6.0 × 105 cell/plate 

씩 분주하여 37°C 조건에서 24 h 동안 배양한 후, LPS 

1 µg/mL와 각 농도별 genistein CD 포접체를 6 h 동안 

동시에 처리한 후 trizol reagent (ambion, USA)를 사용

하여 total RNA를 추출하였다. 시료별 총 RNA를 1.5 

µg으로 정량하였고, Revertra ACE kit (Toyobo, Japan) 

mixture와 혼합하여 역전사(reverse transcription)한 후 

Tris/EDTA buffer로 cDNA를 희석하였다. cDNA와 

Taqman probe (Thermofisher.Co, USA), Universal master 

mix (Thermofisher Co. USA)를 이용하여 real-time PCR 

system (Applied Biosystems, USA)을 진행 하였고, 실시

간으로 유전자별 mRNA 발현량을 분석하였다. 본 실

험에서 사용된 Taqman probe는 Table 1에 표기하였다.

2.6. 단백질 추출 및 Western Blotting

 iNOS 및 COX-2 단백질의 세포 내 발현량을 비교 

분석하기 위해 western blot 실험을 진행하였다. 우선 6 

well plate에 RAW264.7 세포를 1.0 × 106가 되도록 분

주한 후 충분히 배양하였다. 이 후 기존의 배양액을 제

거하고 LPS 1 µg/mL와 genistein CD 포접체를 각 농도

별로 희석한 배양액으로 교체하여 준 후 6 h 동안 반응

시켰다. LPS에 의해 충분히 자극된 RAW264.7 세포는 

차가운 phosphate buffered saline (PBS)로 5 min 씩 3회 

세척한 후, RIPA lysis buffer (25 mM Tris·HCl pH 7.6, 

Symbol Gene name Assay ID

IL-1α Interleukin 1 alpha Mm00439620_mL

IL-1β Interleukin 1 beta Mm00434228_mL

IL-6 Interleukin 6 Mm00446190_mL

TNFα Tumor necrosis factor alpha Mm00443258_mL

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Mm99999915_gL

Table 1. Gene Name and Assay ID Number in RT PCR
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150 nM NaCal, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 

0.1% SDS, phosphatase inhibitor cocktail, 50 mM EDTA)

를 well 당 100 µL씩 첨가하여 lysis 반응시켰다. 세포

가 완전히 용해된 용액을 14,000 rpm으로 10 min 간 

spin down 시킨 후 상등액을 분리하여 실험에 사용하

였다. Bradford assay를 통하여 단백질을 정량하여 0.5 

µg/µL의 농도로 sample buffer와 β-mercaptoethnol을 배

합하여 loading sample을 제조하였다. 단백질 crude ex-

tract는 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate–poly-

acrylamide gel electrophoresis)에서 크기별로 분리하였

으며 well 당 약 20 µL씩 단백질을 loading하였다. Iblot 

(Invitrogen, USA)장비를 이용하여 PVDF (polyvinylidene 

fluoride) membrane에 transfer 하였다. 5% skim milk로 

1hrs 동안 blocking 한 후 primary antibody를 상온에서 1  

hrs 동안 처리하였다. TBST(50 mM Tris, 150 mM NaCl, 

0.1% Tween 20, pH 7.4) buffer로 5 min 간 6 회 세척한 

후 secondary antibody를 다시 1 h 동안 처리한 후 동일

한 방법으로 세척 하였다. 이 후 Western ECL substrates 

(Bio-rad, USA)를 membrane에 처리하여 암실에서 약 5 

min간 반응 후 image 처리장치(Microchemi, DNR, Israel)

로 단백질을 detection 하였다. 단백질의 발현량은 image 

J (image processing and analysis in Java, NIH)를 사용하

여 얻어진 결과를 통계처리 하였다. 

2.7. TEER 저항 측정 및 세포 이동 실험

Transepithelial Electrical Resistance (TEER)의 측정은 

EVOM2 (Epithelium Volt Ohm Meter 2, 300523, WPI, 

USA)장비와 transwell plate 1.12 cm2 (corning 3460, 

USA)를 사용하였다. 먼저 TEER 측정을 위해 transwell 

plate에 HaCaT cell line을 well 당 2.0 × 104 cell이 되도

록 분주하여 72 h 동안 세포를 배양하여 세포가 충분

히 well plate 내에 정착할 수 있도록 하였으며, 제니스

테인 CD 포접체를 농도별로 처리하였다. transwell 

plate 내 insert well에는 500 µL, receiver well은 1 mL씩 

분주 하였다. 측정은 인큐베이션 온도 조건과 동일하

게 Heat block을 36.5 ℃로 셋팅 한 후 heat block 위에

서 측정하여 온도차에 따른 오류를 최소화하였다. 측

정 전 EVOM2 meter의 LCD display 창의 값을 ‘0’으로 

보정하였고, STX2 electrode를 trans well plate의 각 처

리군의 insert well과 receiver well plate에 90°로 삽입하

여 5 min 이내 측정을 완료 하였다. 실험값은 3회 반복 

측정을 통해 측정된 값을 기반으로 통계 처리하였다.

세포 이동 실험(cell migration assay)는 SPL ScarTM 

Block (Cat.No 201935)을 사용하여 각각 2개로 분리 된 

block well 내에 2.0 × 104 cell이 되도록 분주한 후 6 h 

동안 배양하였다. 세포이동을 관찰하기 위해 block 

well을 제거하고 well plate에 제니스테인 CD 포접체를 

농도별로 처리하여 시간의 흐름에 따른 세포 이동 변

화를 관찰하였고, 광학현미경으로 촬영한 후 image J 

(image processing and analysis in Java, NIH)를 사용하여 

얻어진 결과를 통계처리 하였다. 

2.8. 통계처리

본 실험에서 모든 통계처리는 Student's t-test를 실시

하였으며, 분석결과 p 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 

유의성이 있다고 판단하였다. 

3. 실험 결과

3.1. 제니스테인 및 제니스테인 CD 포접체의 세포 독성 평가

제니스테인 및 제니스테인 CD 포접체의 RAW264.7 

세포에 대한 독성 평가를 위해 CCK-8 assay를 수행하

였다. 제니스테인 및 제니스테인 CD 포접체를 각각 

0.1, 1, 5, 10, 20, 50, 100 µg/mL 및 1 mg/mL까지 최고

농도로 설정하여 진행하였다. 제니스테인 및 제니스테

인 CD 포접체를 RAW264.7에 처리한 결과 제니스테인

은 10 µg/mL까지 세포 독성이 나타나지 않았고, 20 

µg/mL 조건에서 86.5 %, 100 µg/mL 조건에서는 37.5%

까지 세포생존율이 감소되는 경향을 보였다. 반면 제

니스테인 CD 포접체의 경우 세포생존율이 제니스테인

과 유사하게 10 µg/mL까지 유지되었으나 20 µg/mL 조

건에서 90.42%, 100 µg/mL 조건에서 74.57%의 세포생

존율이 관찰되어 제니스테인 보다 세포독성이 2.4 배 

덜 감소된 것으로 관찰되었다(Figure 1). 따라서 제니스

테인 및 제니스테인 CD 포접체의 RAW264.7 세포 독

성 평가를 통해 세포독성이 나타나지 않는 최대 농도

를 10 µg/mL으로 하여 이후 모든 실험을 진행하였다.

3.2. NO 생성량 측정

LPS로 유도된 RAW264.7 세포에서 제니스테인 및 

제니스테인 CD 포접체에 의한NO 생성량을 측정하기 

위해 Griess assay를 수행하였다. 제니스테인의 NO 생
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성 측정 실험에서 대조군 대비 LPS를 처리한 조건에서 

662.28%의 유의적 NO 증가를 확인하였다. LPS 처리된 

RAW264.7 세포에 제니스테인을 각각 0.1, 1, 5, 10 

µg/mL로 각각 처리한 결과 651.02, 567.34, 450.04 및 

376.57%로 NO 생성이 최대 10 µg/mL 조건에서 LPS 

처리군 대비 약 43.2% 유의성 있게 감소하는 것을 확

인하였다(Figure 2A). 또한 제니스테인 CD 포접체는 

LPS 처리군에서 643.83%까지 NO 생성을 유의적으로 

증가시켰고, LPS와 제니스테인 CD 포접체를 0.1, 1, 5, 

10 µg/mL까지 동시에 처리했을 때 NO 생성량은 

567.34, 456.15, 310.73 및 227.05%로 감소하여, 

10µg/mL 농도 기준 약 64.6% 감소하는 것을 확인하였

다(Figure 2B). 위와 같이 제니스테인 및 제니스테인 

CD 포접체 처리군에 대한 NO 억제율 비교실험을 통

계적으로 분석한 결과 제니스테인 CD 포접체가 제니

스테인 보다 0.1 µg/mL 농도 이후부터 약 21.4% 더 높

은 유의적인 억제효과를 보였다.

3.3. Genistein CD 포접체에 의한 iNOS 및 COX2 단백질 

발현 억제 

제니스테인 CD 포접체에 의해 농도의존적 방식으

로 NO 생성량이 감소되는 것이 확인됨에 따라 NO 합

성을 촉진하는 iNOS(Inducible NO synthase) 및 PGE2의 

합성을 촉진하여 염증을 유발하는 COX2 단백질의 발

현량을 western blot을 통해 확인하였다(Figure 3A). 무

처리 대조군 대비 LPS 처리군에서 iNOS 단백질 발현

은 음성 대조군 대비 1.91배 증가되었고 0.1 µg/mL 제

니스테인 CD 포접체 처리군에서는 오히려 iNOS 단백

질 발현이 2.36 배 증가되었으나 1 µg/mL 부터 1.67, 5 

µg/mL에서 1.67, 10 µg/mL에서 1.45으로 유의성 있게 

감소되었다(Figure 3B). COX-2 단백질의 경우 무처리 

대조군 대비 LPS 처리군에서 COX-2 단백질 발현은 음

성 대조군 대비 1.29배 증가되었고 0.1 µg/mL 제니스

테인 CD 포접체 처리군에서는 1.11로 감소되었으며, 1 

(A)

(B)

Figure 2. Griess assay was performed to determin the release 

of nitric oxide by genistein(A) and genistein CD complex(B) 

from LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. The results are 

presented as the mean ± S.D. of the percentage of control 

density(O.D) in triplicate. ###: p < 0.001, compared to control, 

**: p < 0.01, compared to LPS treated group, ***: p < 0.001, 

compared to LPS treated group.

(A)

(B)

Figure 1. Viability of RAW264.7 cells by genistein and genistein 

CD Complex. Cytotoxicity were observed at 10 ug/mL both 

genistein and genistein CD complex. The results are presented as 

the mean ± S.D. of the percentage of control density(O.D) in 

triplicate. *: p < 0.05 compared to control **: p < 0.01 

compared to control ***: p < 0.001 compared to control. 
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µg/mL부터 0.99, 5 µg/mL에서 1.00, 10 µg/mL에서 0.78

로 모두 유의성 있게 감소되었다(Figure 3C).

3.4. 제니스테인 CD 포접체에 의한 염증 유발 사이토카인 

발현량의 변화

염증 유발 사이토카인 발현 조절을 관찰하기 위해 

LPS(1 µg/mL)를 처리하여 RAW 264.7 대식세포를 활

(A)

(B)

(B)

Figure 3. Protein levels of COX-2 and iNOS were analyzed by 

western blot. RAW 264.7 macrophages were co-stimulated 

with LPS in the presence of genistein CD for 6 hours. (A) 

Protein level of iNOS and COX2 was detected as increased 

than LPS free condition and its expression level was decreased 

from 0.1 µg/mL to 10 µg/mL as concentration dependent 

manner. (B) Image J anaysis of iNOS protein expression level. 

(C) Image J anaysis of COX2 protein expression level. The 

results are presented as the mean ± S.D. of the percentage of 

control density(O.D) in triplicate. ##: p < 0.01, compared to 

control, *: p < 0.05, compared to LPS treated group, **: p < 

0.01, compared to LPS treated group, ***: p < 0.001, 

compared to LPS treated group. 

(A)

(B)

(C)

(D)

Figure 4. Gene expression of inflammation-related cytokines 

such as IL-1α(A), IL-1β(B), IL-6(C) and TNF-α(D) was 

reduced by genistein CD complex in RAW 264.7 macrophages. 

Total RNA was extracted after LPS-stimulation of RAW 264.7 

macrophages for 6 h. When treated with genistein CD complex 

at the same time with LPS, IL-1α(A), IL-1β(B), IL-6(C) and 

TNF-α(D) gene expression were decreased as a concentration 

dependent manner. #: p < 0.05, compared to control, ##: p < 

0.01, compared to control *: p < 0.05, compared to control **: 

p < 0.01, compared to control ***: p < 0.001, compared to 

LPS treated group. 
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성화 시킨 후 제니스테인 CD 포접체를 6 h 동안 동시

에 처리한 후 RT-PCR을 통해 interleukin (IL)-1α, IL-1

β, IL-6 발현량 변화를 관찰하였다(Figure 4). LPS 처

리군에서 IL-1α의 mRNA 발현량이 47.38배 증가하여 

LPS에 의한 염증 유발은 정상적으로 진행되었음을 

확인하였다. 동일한 조건하에 제니스테인 CD 포접체

를 각각 0.1, 1, 5, 10 µg/mL 농도 조건으로 처리했을 

때 IL-1α의 mRNA 발현은 40.55, 29.56 및 22.75배로 

LPS 처리군 대비 6.8, 18.5 및 20.8%씩 감소하였다

(Figure 4A). IL-1β의 경우 LPS를 처리하여 음성대조

군 대비 33.32배 발현량 증가를 확인하였으며, 제니스

테인 CD 포접체 5, 10 µg/mL의 처리군에서 22.8 및 

17.0배로 LPS 처리군 대비 14 및 19 %로 유의성 있는 

감소가 관찰되었다(Figure 4B). IL-6는 LPS를 처리한 

후 유전자 발현량이 대조군 대비 21.05 배 증가하였고, 

제니스테인 CD 포접체를 0.1, 1, 5, 10 µg/mL 처리한 

경우 19.50, 15.9, 10.83 및 7.33배로 LPS 처리군 대비 

1, 5, 10 µg/mL 농도 조건에서 각각 13, 19 및 28% 씩 

유의성 있게 감소하였다(Figure 4C). 그러나 TNF-α의 

mRNA 발현량은 동일한 조건으로 실험을 진행하였으

나 통계적 유의성이 없고 LPS 처리군 대비 감소하는 

추이만 관찰되었다(Figure 4D). 위의 결과들은 제니스

테인 CD 포접체가 LPS 자극에 의해 유발된 염증성 사

이토카인 IL-1α, IL-1β 및 IL-6의 발현을 억제함으로 

항염증 효능 활성을 가진다는 것을 보여준다.

3.5. 제니스테인 CD 포접체에 의한 피부장벽 강화 효과 

제니스테인 CD 포접체의 상피세포 간 장벽에 미치는 

영향을 관찰하기 위해 immotalized 각질형성세포인 

(A)

(B)

Figure 5. The TEER value was measured to determine the effect of genistein CD complex on epithelial resistance after cell viability 

assay(A). (B)Genistein CD complex significantly increased TEER of HaCaT cell in a dose dependent manner. The results are 

presented as the mean ± S.D. of the percentage of control density(O.D) in triplicate. *: p < 0.05 compared to control **: p < 0.01 

compared to control ***: p < 0.001 compared to control. 
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HaCaT 세포주를 이용해 trans epithelial electrical resist-

ance (TEER) 값을 측정하였다. HaCaT 세포주에서의 

TEER 변화를 관찰하기 위해 제니스테인 및 제니스테인 

CD 포접체의 세포독성 평가를 진행하였고, 최대 농도 1 

µg/mL 이후부터 세포독성이 나타남에 따라 1 µg/mL을 

최대농도로 실험을 진행하였다(Figure 5A). Transwell 내 

HaCaT 세포를 5.0 × 104 cells/insert 밀도가 되도록 배양

한 후 제니스테인 CD 포접체를 각각 1 ng/mL에서 1 

µg/mL의 농도까지 처리한 후 0 h 부터 3 h 간격으로 최대 

24 h 까지 TEER 저항값(ohm(Ω) × cm2)을 측정하였다. 

0 h에서는 음성대조군과 제니스테인 CD 포접체 처리

군 모두에서 저항값 변화가 관측되지 않았다. 3 h 조건

에서는 genistein CD 포접체를 처리한 1, 10, 100 및 1 

µg/mL의 각각의 농도 처리군에서 173.8, 175.8, 179.5 

및 184.8 ohm의 저항값이 측정되었다. 6 h 조건에서는 

190.4, 202.3, 204.5 및 207.2 ohm로 증가되었고, 12 h 

에서도 191.1, 202.7, 206.8 및 212.8 ohm, 24 h에서는 

208.3, 216.1, 221.7 및 247.8 ohm로 저항값의 증가가 농

도 및 시간 의존적으로 증가함을 확인하였다(Figure 5B).

3.6. 제니스테인 CD 포접체에 의한 HaCaT 세포 이동 촉진

 제니스테인 CD 포접체의 세포 이동성 촉진 효과를 

확인하기 위해 세포 이동에 영향을 주는 serum을 제거

한 serum free DMEM media를 사용하였다. Cell migra-

tion assay 실험 결과 제니스테인 보다 제니스테인 CD 

포접체가 HaCaT 세포 이동이 더 활발히 진행되는 것

을 확인하였다(Figure 6). 제니스테인 1 µg/mL, 제니스

테인 CD 포접체는 각각 10, 100 및 1 µg/mL의 농도로 

처리한 후 1, 6, 12 h 순으로 시간에 따른 세포이동성의 

측정을 하였다. 제니스테인, 제니스테인CD포접체 모

두 1 h 부터 유의성 있는 세포 이동성 관측이 되었으

며, 12 h 에서는 대조군 26.6% 대비 제니스테인 35.2%, 

제니스테인 CD 포접체는 10, 0.1 및 1 ng/mL에서 각각 

41.5, 53.6 및 65.5% 등 제니스테인 CD 포접체가 더욱 

빠른 세포 이동 촉진 효과를 보였다(Figure 6B).

4. 결 론

이소플라본 제니스테인 자체는 안정성이 다소 떨어

지고 세포투과성도 좋지 않은 반면 β-CD, γ-CD 등과

의 포접체 형성을 통해 제니스테인 분자와 비공유 결

합을 형성하여 비교적 안정성이 높은 복합체를 형성하

는 것으로 알려진다. 이러한 복합체 는 열적 안정성 뿐 

아니라 소재의 용해성도 개선시켜 고분자 물질의 세포 

내 투여를 원활하게 하는 좋은 방법임이 입증되었다

[21-24]. 효능은 좋지만 물에 잘 녹지 않는 소수성 성분

들은 화장품 소재로 사용하기에는 다소 어려움이 있으

며, 이에 반해 물에 잘 녹는 수용성 성분들은 피부의 

지질막 통과에 어려움이 있어 원하는 피부 내부로 유

효성분을 이동시켜 효능을 나타내기 어렵다. 따라서 

이러한 문제점들을 동시에 해결하기 위해 지난 수년간 

CD포접 제형화를 통한 물질의 용해성 및 안정성 증진, 

서방형 성질을 향상시켜 생체 이용률을 증가시키는 연

구가 활발히 진행되었다[10-14]. 본 연구에서는 기존에 

   

(A)

      

(B)

Figure 6. Cell migration assay was performed to analyze the 

effect of genistein CD complex on cell mobility. (A) Migration 

of HaCaT cells into scratched wound area after addition of 

genistein(1 µg/mL) and genistein CD complex(0.001~1 µg/mL). 

Each image was captured at 10 X magnification using an 

inverted microscope. (B) Wound closure rate of HaCaT cells by 

genistein and genistein CD complex as being compared by area 

reduction (bar = 500µm). *: p < 0.05 compared to 1 h control 

**: p < 0.01 compared to 1 h control. +++: p < 0.001 

compared to 6 h control. #: p < 0.05 compared to 12 h control 

##: p < 0.01 compared to 12 h control.
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피부세포에서의 상처 치유 촉진 및 항염 등의 효능이 

널리 알려진 제니스테인과 제니스테인 CD 포접체의 

효능을 비교 분석하고자 하였다. 우선 본 연구에서 사

용된 제니스테인 CD 포접체의 제니스테인 함량을 확

인하기 위해 HPLC 분석을 진행한 결과, 제니스테인 

CD 포접체에는 5%의 제니스테인이 존재하는 것으로 

확인되었다(data not shown). 또한 CD 포접체 자체에서

는 항염 및 세포이동 촉진 효과가 전혀 보고되지 않았

다[25]. 따라서 우리는 제니스테인과 제니스테인 CD 

포접체를 대상으로 피부 염증개선, 피부세포 재생 촉

진, 그리고 피부장벽 강화효과 등을 중점적으로 비교 

관찰하였다. 이를 위해 제일 먼저 griess assay를 통해 

NO 생성량 변화를 관찰하였고, real time PCR, western 

blot 실험기법을 통해 염증성 사이토카인들의 mRNA 

및 단백질 발현이 감소하는 것을 확인하였다. 기존의 

연구에서도 제니스테인에 의한 TEER 증가 및 세포 사

이의 장벽 강화 효과가 있어 외부의 박테리아 또는 항

원 등이 혈관으로 침입되는 것을 저해한다는 점이 보

고되어 있다[19,20]. 따라서 우리는 제니스테인과 제니

스테인 CD 포접체의 효능적 우위성 여부를 확인하고

자 하였다. 세포독성이 없고 효과가 극대화 될 수 있는 

농도값을 결정하기 위해 CCK-8 assay를 수행하였고, 

제니스테인 CD 포접체의 최대 농도를 RAW264.7 세포

주에서는 10 µg/mL, HaCaT 세포주에서는 1µg/mL으로 

결정하였고 이후 모든 실험을 진행하였다. 또한 농도 

의존성을 확인하기 위해 각각 0.1, 1, 5 및 10 µg/mL과 

10, 100 및 1 µg/mL 등의 농도 조건에서 실험을 진행하

였다. 항염증 조절 연구를 위해 LPS로 염증반응이 유

도된 마우스 RAW264.7 대식세포를 이용하여 사이토

카인 IL-1α, IL-1β, IL-6 및 TNFα등에 대한 mRNA 

발현량을 비교 분석하였고, western blotting 실험기법

을 이용해 iNOS, COX-2의 단백질 발현 조절을 확인하

였다. LPS 1 µg/mL로 RAW264.7 대식세포의 염증반응

을 유도시켜 활성화 시킨 후 양성대조군인 genistein 

CD 포접체를 최대농도 10 µg/mL로 6 h 동안 처리한 

결과 NO 생성 및 iNOS 및 COX-2 단백질 발현이 모두 

유의적으로 감소됨이 확인되었다(Figure 2 and 3). 제니

스테인 CD 포접체를 10 µg/mL 조건으로 처리하였을 

때 NO 생성 시험에서는 LPS 처리군 대비 77.2% 억제

되었으며(Figure 2), LPS 처리군 대비 iNOS는 1 µg/mL 

농도에서부터 88.64, 60.54 및 78.91%로 감소하였고, 

COX-2는 0.1 µg/mL 농도에서부터 86.04, 76.74, 77.51 

및 60.46%로 농도의존적으로 감소하였다(Figure 3). 또

한 약 5% 제니스테인이 함유된 제니스테인 CD 포접체

가 동일한 농도 조건에서 제니스테인 보다 더 높은 안

전성과 NO 억제율을 보임으로써 포접체 형성을 통해 

소재의 안정성 및 세포 투과율등이 개선되었기 때문인 

것으로 보인다. 염증 조절 사이토카인 IL-1α, IL-1β, 

IL-6, TNFα의 mRNA 발현은 LPS 처리군 대비 IL-1α 

1 µg/mL 농도부터 85.39, 69.02 및 50.0%, IL-1β 97.13, 

95.10, 73.86 및 53.29%, IL-6 최저 농도부터 91.89, 

71.77, 55.43 및 35.68%의 농도 의존적 감소를 나타냈

으며, TNFα는 5, 10 µg/mL 농도에서 유의성은 낮지만 

각각 98.30 및 78.34%의 감소를 확인하였다(Figure 4). 

또한 우리는 cell migration assay와 TEER 실험을 통해 

제니스테인 CD 포접체가 제니스테인 보다 우위적인 

세포의 이동성 촉진과 TEER 저항 증가를 나타내는 것

을 확인하였다. 본 연구진은 RAW264.7 세포를 이용해 

제니스테인 CD 포접체의 신규 항염증 조절 기능을 규

명하였고, HaCaT 세포에서의 피부장벽강화 및 세포이

동 촉진을 통한 상처 치유 소재로서의 가능성을 최초

로 규명하였다.

결론적으로 기존의 선행연구가 되어있는 제니스테

인 보다 제니스테인 CD 포접체는 보다 효과적으로 

NO 생성량을 감소시키고, 염증성 사이토카인의 유전

자 발현을 억제하며 세포 이동 촉진 및 피부장벽 강화 

효과를 보여주었다. 따라서 제니스테인 CD 포접체는 

제니스테인 보다 안정성 및 피부 투과율이 개선되었을 

뿐 아니라 피부 항염증 및 피부장벽강화 또한 비교 우

위에 있는 만큼 더욱 효과적인 아토피 피부염 등의 피

부질환 개선 소재로서의 가능성이 있으며, 추후 염증 

신호 전달 기전과 피부장벽강화 기작에 대한 추가 연

구 및 피부 임상평가가 충분히 진행된다면 아토피 피

부염 환자들에게 적용할 수 있는 기능성화장품 원료로

도 개발될 수 있을 것으로 예상된다.
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