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ABSTRACT

Objectives : Cudrania tricuspidata (C. tricuspidata) is well-known traditional herbal remedy and its root, leaf and 

fruit were used for treatment of inflammation, tumor and painkilling. However, effect of C. tricuspidata fruit on 

tight junction is still unknown. The aim of this research was to determine the effect of C. tricuspidata fruit extract 

on human keratinocyte HaCaT cells.

Methods : The antioxidant effects of water extract of C. tricuspidata (WECT) and ethanol extract of C. tricuspidata 

(EECT) were analyzed by using an ABTS assay. To confirm the cytotoxicity of WECT and EECT, MTS assay was 

performed. The mRNA expression levels of tight junction related genes were analyzed using quantitative RT-PCR 

analysis. Furthermore, dispase assay was used to investigate the alteration of cell–cell adhesion strength of EECT 

treated HaCaT cells. 

Results : WECT and EECT showed strong antioxidant activity. No obvious  cytotoxicity was observed in both WECT 

and EECT until 2.0 ㎎/㎖ concentration. The mRNA expression level of Claudin 6 were significantly increased by 

EECT treatment, whereas the WECT did not affect the expression of Claudin 6. Furthermore, EECT treatment 

enhances  cell-cell adhesion strength. 

Conclusions : In this study, we investigated the physiological activities of the extracts of Cudrania tricuspidata fruit 

extracts on human keratinocytes by two different extraction methods. EECT might have an anti-aging activity on 

the skin by reducing oxidative stress. Moreover, it may be a useful ingredient in atopic dermatitis and skin- 

moisturizing, given its effects of altering Claudin 6 gene expression and enhancing cell–cell adhesion strength.
1)
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Ⅰ. 서   론  

세포 간 결합을 이루는 구조에는 간극 연접(gap junction), 

부착 연접(anchoring junction) 등 다양한 종류가 있으며, 이

중 세포밀착연접(tight junction, TJ)은 세포 간에 결합과 세

포 간 물질 교환을 조절하는 다중 단백질 복합체(multiprotein 

complexes)을 지칭한다1). TJ는 피부가 외부장벽으로서 개체

를 외부의 물리적, 화학적 자극으로부터 보호할 수 있도록 해

주며, 상피조직에서 전해질, 수분 등의 이동과 세포 내 신호

전달을 조절하는 기능의 기초가 된다2).

세포밀착연접 복합체를 구성하는 단백질은 대표적으로 

세포막에 존재하며 transmembrane domain을 포함하는 

Occludin과 Claudin family 외에도 ZO-1, ZO-2 등 40여 

가지 단백질로 구성되어 있다3-5). 이를 통해 개체의 피부는 

약산성 (pH 5.5)이 유지되며, 바이러스나 병원균에 의한 감

염을 방지하고 피부를 구성하는 각질 세포의 분열 또한 조절

한다. 이 중 Claudin family는 세포막에 존재하며, 세포 사이

를 직접 연결해 세포밀착연접를 구성하여 세포 간 연결의 강

도와 물질 교환에 직접 관여한다. 

Claudin family중 하나인 Claudin 1 단백질의 발현을 억

제시킨 쥐가 심각한 탈수 증세를 보이며 생후 1일내로 사망한 

연구 결과를 통해 Claudin family가 개체의 피부에 미치는 

중요성을 알 수 있다6). 이러한 이유로 세포밀착연접 단백질

(tight junction protein)을 중점으로 아토피의 치료나, 피부 

보습 효과에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.

근래 화장품에 포함되어 있는 화학적 성분에 의한 부작용 

때문에 이러한 부작용을 최소화하기 위한 천연물질에 대한 필

요가 대두되고 있다. 이 때문에 현재 자연에 존재하는 식물 

중에서 추출물을 활용하여 항산화, 항염증, 미백, 항균 등의 

효과를 얻을 수 있는 소재들을 탐색하며, 이를 실용화할 수 

있는지에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 

中華本草에 따르면 꾸지뽕나무 Cudrania tricuspidata 

Bureau (뽕나무과 Moraceae)는 本草拾遺에 柘木이라는 이

름으로 처음 수재되었으며, 柘樹果實은 淸熱凉血, 舒筋活血, 

柘樹莖葉은 淸熱解毒, 舒筋活絡의 효능이 있다고 하였다7).

꾸지뽕 열매의 일반성분은 수분함량 76.51%, 조단백질 

2.17%, 조지방 1.09%, 조회분 3.54%로 구성되어 있었고, 

pH는 6.05±0.02, 총산은 0.31±0.04%, 가용성 고형분 함

량은 17.73±0.06°Brix 로 나타났다. 색도는 L값이 19.48± 

0.05, a값이 23.31±0.04, b값이 10.41±0.03으로 밝은 색

을 나타내었다. 유기산은 citric acid, malic acid, succinic 

acid, acetic acid가 검출되었으며 citric acid가 가장 높은 함

량을 나타내었고, 꾸지뽕에 함유되어 있는 주요 무기질은 

Na, Mg, K, Ca 등으로 나타났으며 꾸지뽕의 유리아미노산

은 alanine이 나타내었다8).

꾸지뽕나무 열매의 생리활성 연구를 보면 뇌에서 monoamine 

산화를 억제 효능, 항산화 활성 및 아질산염 소거능, 식품 매

개 병원성 세균에 대한 억제효과, 면역 증강 효과를 보고하였

다9-13).

꾸지뽕은 글루탐산염에 의한 골다공증의 완화, 항산화 성

분(모르틴, 가바, 루틴)과 aspartic acid, 비타민 C에 의한 

위염과 장 출혈, 위궤양을 예방하며 소화 기능 개선하는 효능

이 알려졌으며 이외에도 부인과 질병의 개선 등에도 사용된

다14-16). 꾸지뽕나무의 잎, 열매, 뿌리, 껍질을 진통제, 소화

제, 항염제를 목적으로 하여 사용하였으며17), 폐결핵이나 아

토피를 치료하기 위한 목적으로도 사용되었다18). 또한 꾸지뽕 

줄기 추출물 처리한 쥐에서 아토피 발병이 억제되었다는 연구

가 소개된 바 있다19). 이런 꾸지뽕의 성질은 피부 개선 효과 

등에 이용할 가능성을 시사하므로 꾸지뽕의 항산화, 항균, 미

백효과는 화장품, 건강상품으로 사용하기 위한 연구가 진행되

고 있다. 하지만 꾸지뽕의 다양한 추출물 중 꾸지뽕 열매 추

출물이 피부장벽에 중요한 세포밀착연접유전자의 mRNA 발

현에 미치는 영향과 그에 따른 세포 간 부착 강도의 변화에 대

한 연구는 잘 알려져 있지 않다.

따라서 본 연구는 추출방법에 따라 꾸지뽕 열매가 세포의 

세포밀착연접 단백질에 미치는 영향을 확인하기 위해 꾸지뽕 

열매의 열수 추출물(Water Extract Cudrania tricuspidata, 

WECT)과 에탄올 추출물(Ethanol Extract Cudrania 

tricuspidata, EECT)의 항산화 효능을 확인하고, 인간 유래 

각질 형성 세포 (human keratinocyte cells line)인 HaCaT 

세포에 처리하여 세포밀착연접 유전자인 Claudin 6의 mRNA 

발현이 증가 및 세포 간 부착 강도 효과를 확인하여 유의한 결

과를 얻었기에 이에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

실험에 사용된 꾸지뽕 열매는 충청남도 공주시 일대에 자

생하는 것을 2017년 8월에 채취하였으며, 기원의 진위와 품

질의 우열을 가천대학교 한의과 대학 본초학교실에서 감정하

였고, 약재는 ultrasonic cleaner를 이용하여 불순물을 제거

하고 실험에 사용하였다.

2) 시약 및 기기

본 실험을 위해서 Dulbecco's modified Eagle medium 

(WELGENE, Korea), fetal bovine serum (WELGENE, 

Korea), 100 U/mL penicillin, 100 g/mL streptomycin 

(WELGENE, Korea), filter paper (Advantec No.2, Japan), 

DPBS (Corning, USA), Tripsin-EDTA (WELGENE, 

Korea), potassium persulfate (Sigma, USA), ABTS 

(Sigma, USA), MTS solution (Promega, USA), eCube 

Tissue RNA Mini Kit (PhileKorea, Korea), 5X M-MLV 

RT reaction buffer (Promega, USA), M-MLV reverse 

transcriptase (Promega, USA), RNase inhibitor 

(Enzynomics, Korea), 2X Prime Q-mater Mix (GENET 

BIO, Korea), RiboEX, 2X Taq PCR Master Mix 

(Bioneer, korea) 등이 사용되었다. 본 실험에 사용된 기기는 

CO2 incubator (Thermo, USA), water bath (HAAKE, 

Germany), rotary vacuum evaporator (Eyela, Japan), 

ultrasonic cleaner (Branson, USA), microplate reader 

(Molecular Devices EMax Plus, USA), The Qubit 2.0 
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Fluorometer (Invitrogen, USA), AriaMx (Agilent, USA), 

AriaMx (Agilent,USA), SimpliAmp TM Thermal Cycler 

(Thermo Fisher Scientific, USA) 등이다.

2. 방법

1) 꾸지뽕 열매 추출물 제조

꾸지뽕 열매 50 g을 이물질을 제거한 후 동결건조기로 건

조하여 분말화하였다. 꾸지뽕 열매 건조 분말을 10 g을 증류

수 30 ㎖에 60℃에서 30 분 간 섞은 뒤에 초음파 발생기를 

이용하여 추출하였다. 4,000 x g에서 15분간 원심분리하여 

상층액을 동결 건조해 WECT를 제작하였다. 꾸지뽕 열매 건

조 분말 10 g을 에탄올 90 ㎖에 60℃에서 30 분간 섞은 뒤에 

초음파 발생기를 이용하여 추출하였고, vacuum evaporator

를 이용하여 55℃에서 에탄올이 완전히 증발할 때까지 건조

하여 EECT를 제작하였다. 동결건조 추출물은 각각 13.5 g, 

13.95 g으로 측정되었으며, 수율은 각각 27%, 27.9%였다.

2) 세포 배양

실험에 사용된 세포주는 인간 유래 각질형성 세포 (human 

keratinocyte cell line)인 HaCaT으로, 고려대학교 생명공학

부에서 분양 받아 사용하였다. HaCaT 세포는 Dulbecco’s 

modified Eagle medium (DMEM, Welgene, Korea)에 

10% fetal bovine serum (FBS, Welgene, Korea)과 1% 항

생제 (100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin, 

Welgene, Korea)를 첨가하여 표준 세포 배양법인 37℃, 5% 

CO2 조건에서 배양하였다.

3) 항산화 효능 평가

WECT와 EECT의 항산화능은 ABTS (2,2'-azino-bis- 

3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) assay를 이용

하여 측정하였다. Potassium persulfate (sigma, USA) 2.4 

mM과 ABTS (sigam, USA) 7 mM을 1:1 부피비로 맞추어 

혼합해주고 24 시간 동안 실온에서 차광된 상태로 반응시켜 

주어 ABTS free radical을 만들어주었다. 그 후 ABTS free 

radical을 D.W로 희석하여 650 ㎚ 흡광도가 0.7 부근이 되

도록 ABTS working solution을 만들었다. 96 well plate의 

각 well에 ABTS working solution 80 ㎕와 sample 20 ㎕

를 혼합하고, 4 min 동안 차광된 상태로 반응시킨 후 

microplate reader로 650 nm의 흡광도를 측정하였다. 항산

화 효능은 다음 식을 이용하여 계산하였다.

ABTS radical scavenging activity (%) = 




×

4) 세포 생존율 평가

WECT와 EECT의 HaCaT 세포 세포 활성도에 미치는 영

향을 알아보기 위해 MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 

-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H

-tetrazolium, inner salt) assay를 수행하였다. 96-well 

plat에 HaCaT 세포를 5,000 cells/well로 분주한 뒤 24 h 

동안 배양한 뒤 각각의 well을 시료가 농도 별로 처리된 배지

로 교환해 준 뒤 다시 24 h 동안 배양해 주었다. 그 후 MTS 

시약 (Promega, USA)을 첨가하고 microplate reader 

(Molecular Devices EMax Plus, USA)를 이용하여 490 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 처리하지 않은 대조군 대

비 시료를 처리한 세포의 활성도를 백분율로 표시하여 상대적

인 독성을 측정하였다.

세포 생존율 (%) = (시료 첨가군의 흡광도 / 대조군의 

흡광도) × 100 (%)

5) RNA 추출 및 quantitative real-time PCR

6-well culture dish에 HaCaT 세포를 1×105 cells/well

로 분주하고 24 시간 동안 배양하였다. 그 후 각각의 well에 

WECT와 EECT를 2 mg/ml 농도까지 처리하여 다시 48 시

간 동안 배양하였다. 시료가 첨가된 배지를 제거한 후 PBS로 

세척한 뒤 RiboEx (Geneall, Korea) 1 ml로 세포를 lysis 한 

다음, hybrid-R RNA purification kit (Geneall, Korea)를 

이용하여 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 Qubit 2.0 

fluorometer (Invitrogen, USA)로 정량 하였고, 이렇게 추

출하여 정량한 total RNA로 cDNA를 합성하기 위하여 total 

RNA 2 g, dNTP mix (10 mM) 2 L, random hexamer 

(100 pmol/L) 2 L를 넣은 후 DEPC-treated water로 총 

부피 20 L가 되도록 하였다. 65℃에서 5 min간 반응시킨 

후 즉시 얼음에 냉각시킨 다음, 각각 5X M-MLV RT 

reaction buffer (Promega, USA) 8 L, M-MLV reverse 

transcriptase (Promega, USA) 2 L, RNase inhibitor 

(Enzynomics, Korea) 2 L, DEPC-treated water 8 L

를 추가적으로 첨가해 주었다. 그 뒤 실온에서 10 min간 둔 

후에 50℃에서 1 h 동안 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 추후 

실험에는 이렇게 합성한 cDNA를 1/5로 희석시켜 사용하였

다. WECT와 EECT 처리에 의해 HaCaT 세포에서의 tight 

junction 관련 유전자의 mRNA 발현량을 비교해 보기 위하

여 quantitative real-time PCR (qRT-PCR)을 실시하였

다. 2X Prime Q-master mix (Genet Bio, Korea) 10 L, 

10 pmol/L의 forward primer와 reverse primer를 각각 

1.5 L, nuclease free water 2 L, 합성한 후 1/5로 희석

시킨 cDNA 5 L를 넣은 뒤 95℃에서 denaturation 20 s, 

58℃에서 annealing 20 s, 72℃에서 elongation 20 s를 40 

cycle 실시하는 조건 하에서 AriaMx (Agilent, USA)를 이용

하여 qRT-PCR을 수행하였다. 실험군과 대조군의 internal 

standard로 -actin을 사용하였고, 각 primer는 1.5% 

agarose gel을 통한 전기영동과 melting curve analysis를 

통해 specificity확인하였다. 또한 합성한 cDNA를 2X Taq 

PCR Master Mix 10 ㎕, forward primer와 reverse 

primer를 각각 1.5 ㎕, nuclease free water 5 ㎕, 합성한 

후 1/5로 희석시킨 cDNA 2㎕를 혼합한 뒤, SimpliAmp TM 

Thermal Cycler를 이용하여 PCR을 진행하였다. 각 product

는 1.5% agarose gel을 이용하여 전기영동을 통해 비교하였

으며 실험에 사용한 primer의 염기 서열은 Table 1과 같다.
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Gene Primer sequence (5’ to 3’)
Product size 

(bp)
Annealing 
temp. (℃)

Claudin 1
F GCA GAT CCA GTG CAA AGT CT

136 58
R CAT ACA CTT CAT GCC AAC GG

Claudin 4
F CGC ATC AGG ACT GGC TTT AT

131 58
R AGT TGA GGA CCT GGA AGG CT

Claudin 6
F GGC CCT CTG AGT ACC CTA CC

136 58
R GCA GGA GGC AGA AAC AAA AG

Claudin 8
F GGC TGT TTC TTG GTG GTG TT

137 58
R CAC GCA ATT CAT CCA CAG TC

Occludin
F TTT GTG GGA CAA GGA ACA CA

137 58
R ATG CCA TGG GAC TGT CAA CT

ZO-1
F AGA GCA CAG CAA TGG AGG AA

133 58
R GAC GTT TCC CCA CTC TGA AA

-actin
F TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A

295 58
R CAG CGG AAC CGC TCA TTG CCA ATG G

Table 1. Primers used for quantitative analysis of gene expression

6) Dispase 기반 해리 분석

12-well culture dish에 5×104 cells/well 로 분주하고 

24 시간 동안 배양한 후 각각의 well에 WECT와 EECT를 농

도별로 처리하였다. 24 시간 후 시료가 첨가된 배지를 2.4 

U/ml의 dispase II(Roche, Switzerland) 배지로 교환하고, 

37℃에서 20 분간 배양하여 비 접착 세포 단층을 얻었다. 이

후 dispase II가 포함된 배지를 제거하고, 남은 세포 단층을 

PBS로 조심스럽게 세척 한 후 Pipet aid를 이용하여 12-well 

culture dish에 물리적인 충격을 주어 단편을 얻고 이를 디지

털 카메라를 사용하여 사진을 촬영하였다. 각각의 well에서 

얻은 단편의 개수를 센 후 시료를 처리하지 않은 대조군 대비 

WECT와 EECT를 처리한 단편의 수를 백분율로 표시하여 상

대적인 단편의 수를 확인하였다. 

7) 자료 분석 및 통계 처리 

대조군에 대한 실험군의 유의성은 Student’s t -test를 이

용하여 p < 0.05 일 때 유의한 것으로 판단하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 꾸지뽕 열매의 추출방법에 따른 항산화 효능 

측정

WECT와 EECT가 가지는 항산화 효능을 확인하기 위해 항

산화 효능이 입증된 resveratrol과 함께 ABTS assay를 수행

하였고 이러한 검증과정에서 양성대조군으로서 뛰어난 항산

화 효능이 잘 알려진 레즈베라트롤(resveratrol)을 이용하여 

실험의 신뢰성을 확보하였다. 실험 시에는 동일 부피의 시료

가 첨가되도록 용매의 양을 보정하였으며, 유효 물질이 필터

링 과정에서 제거되는 것을 우려하여 필터링은 실시하지 않았

다. 실험 결과, resveratrol의 항산화 효능이 농도가 두 배씩 

증가함에 따라 증가하여 100 M에서 73.1±1.63%로 뛰어

난 radical 소거능을 나타났다. WECT와 EECT 역시 농도가 

두 배 씩 증가함에 따라 항산화 효능이 증가하였다. WECT와 

EECT가 0.5 ㎎/㎖에서 각각 41.55±2.22%, 34.28±0.82%

의 항산화 효능을 보였으며 WECT와 EECT가 1.0 ㎎/㎖일 

때 각각 82.7±0.99%, 64.7±0.93%의 항산화 효능을 보여 

두 추출물 모두 매우 뛰어난 radical 소거능을 확인하였으며, 

그 중 WECT가 더 뛰어난 radical 소거능을 보였다.

Fig. 1. Radical scavenging activity of WECT and EECT measured 
by ABTS assay. Resvestrol was a positive control. Average± 
S.E.M

2. 꾸지뽕 열매 추출물의 인간 유래 각질 형성 

세포에 대한 세포독성

항산화 효능이 확인된 두 추출물을 HaCaT 세포의 세포밀

착연접 유전자의 mRNA 발현에 미치는 영향을 확인하기 전

에 실험을 진행함에 앞서 다양한 농도의 꾸지뽕 열매 추출물

을 처리했을 때 세포의 생존율을 확인하였다. 이를 위해서 

NAD, NADP를 기반으로 하는 세포 내 산화효소의 활성을 기

준으로 세포의 생존율을 측정하는 MTS assay를 진행하였다. 
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Fig. 3. EECT enhances mRNA expression level of Claudin 6. (A) Regulation of tight junction related genes by 
WECT and EECT. HaCaT cells were treated with WECT and EECT for 36 h with indicated concentrations. Relative 
mRNA expression level was measured by qRT-PCR. Claudin 6 mRNA expression level was measured by 
RT-qPCR (B) and  the PCR product was shown by agarose gel electrophoresis (C). Data was normalized by 
-actin mRNA expression. n=3 (biological replicates). Average±S.E.M. **, p < 0.01 (two-sided t-test, versus 
control)

실험에 사용한 꾸지뽕 열매 추출물의 초기 농도를 바탕으로 

HaCaT 세포에 WECT, EECT을 0.5 ㎎/㎖부터 2.0 ㎎/㎖까

지 농도로 36 시간 동안 처리하는 것으로 실험조건을 설정하

였다. 실험 결과, 대조군인 시료를 처리하지 않은 세포의 생

존율과 비교하였을 때, 농도가 증가함에 따라 세포의 생존율

이 경미하게 떨어지는 것을 확인할 수 있었다. 가장 높은 농

도인 2.0 ㎎/㎖의 WECT와 EECT를 처리한 HaCaT 세포가 

각각 75.3±5.59%, 84.1±2.40% 만큼 생존율을 보여주었

다. 이후 더 높은 농도는 시료의 세포독성과 무관하게 꾸지

뽕 열매 추출물 초기 농도가 과량으로 포함되어 나타나는 삼

투압 등의 영향으로 세포의 생존에 영향을 주기 때문에 진행

하지 않았다. 이러한 이유로 HaCaT 세포에 추출물을 처리

하는 농도 설정을 2.0 ㎎/㎖까지 설정하여 추후 실험을 진행

하였다.
Fig. 2. Cytotoxicity of WECT and EECT on HaCat cells. HaCaT 
cells were treated with WECT and EECT for 36 h with indicated 
concentrations and cell viability was measured by MTS assay. 
n=3 (biological replicates). Average±S.E.M
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Fig. 4. Tight junction capacity is increased by EECT. (A) Dispase 
assay showing that EECT enhances mechanical cell-cell 
adhesion. HaCaT cells were treated with EECT, followed by 
treatment with dispase for 1 h. Number of fragments were 
counted. Average±S.E.M. *, p < 0.05, **, p < 0.01 (two-sided 
t-test, versus control)

3. 꾸지뽕 열매 추출물에 의한 세포밀착연접 

유전자 발현도의 변화

HaCaT 세포에 WECT와 EECT 1.0 ㎎/㎖, 2.0 ㎎/㎖ 농

도 조건으로 처리한 후 세포밀착연접 관련 유전자의 발현량 

변화를 qRT-PCR을 통하여 확인하였다. 이 때, 세포밀착연

접에 관련된 유전자로서 Claudin family인 Claudin 1,4,6,8, 

Occludin, ZO-1을 설정하였다. 실험 결과, WECT를 처리한 

HaCaT 세포는 Claudin family를 비롯한 세포밀착연접 유전

자의 발현에 큰 영향을 미치지 않았다. 이에 반해 EECT를 처

리한 HaCaT 세포에서는 관련 유전자 중 Claudin 6의 발현량

이 0.5 ㎎/㎖ 농도에서 1.41배 증가하며, 2.0 ㎎/㎖ 농도에

서 6.23배 증가해 농도가 증가함에 따라 증가하는 것을 확인

할 수 있었다. 두 농도 사이의 mRNA 발현량 증가 변화 폭이 

크므로, 추가로 EECT 1.0 ㎎/㎖ 농도를 추가하여 Claudin 6

의 발현량을 비교한 결과, Claudin 6의 발현량이 농도 기울기

에 따라 증가함을 알 수 있었다. 또한 PCR 후 전기영동을 통

해 band intensity를 비교하여도 같은 결과를 확인할 수 있었

다. 이를 통해 EECT를 처리하는 것이 세포밀착연접 관련 유

전자중 Claudin 6의 mRNA발현량에 영향을 주는 것을 확인

할 수 있었다.

4. 꾸지뽕 열매 에탄올 추출물에 의한 HaCaT 

세포의 세포 간 부착 강도에 미치는 영향

EECT를 HaCaT 세포에 처리함으로써 증가한 세포밀착연

접 유전자인 Claudin 6의 mRNA 발현량 증가가 세포 간 부

착 강도에 어떠한 영향을 주는지 확인하기 위하여 dispase 기

반 해리 실험을 진행하였다. WECT는 TJ 관련 유전자의 

mRNA 발현량에 영향을 주지 않았으므로 추가적인 실험을 

진행하지 않았다. EECT를 농도별로 처리하여 배양한 HaCaT 

세포에 dispase를 처리하여 동일한 충격을 가하여 얻어진 단

편의 수를 측정하였다. 실험 결과 처리한 꾸지뽕 열매 에탄올 

추출물의 농도가 증가함에 따라 단편 수가 감소하는 경향성을 

보였으며, 2.0 ㎎/㎖에서의 단편 수는 시료를 처리하지 않는 

대조군의 단편 수에 비하여 22.9%로 감소하였다. 이를 통해 

HaCaT 세포에 EECT를 처리시 세포 간 부착 강도가 매우 증

가하는 것을 확인할 수 있었다.

Ⅳ. 고   찰

꾸지뽕나무 Cudrania tricuspidata Bureau (뽕나무과 

Moraceae)는 황해도 이남에서 자라는 落葉小喬木 또는 灌木

으로서 가지에 가시가 있으며 小枝에 털이 있다. 聚果는 둥글

며 지름 2~3cm로서 肉質이고 9월에 적색으로 익으며 瘦果는 

길이 5mm 정도로서 흑색이다20).

꾸지뽕나무 열매의 일반성분을 보면 수분은 76.0~80.1%, 

조단백질 2.2~3.5%, 조지방 1.7~2.9%, 회분 0.8~1.2%, 

탄수화물 14.5~16.4%이었다. 유리당은 glucose, fructose 

가 검출되었으며 적숙과와 과숙과에서 fructose가 glucose 

보다 많이 함유되어 있었다. 유기산은 oxalic acid, citric 

acid, tartaric acid, malic acid, succinic acid가 검출되었

으며 malic acid와 succinic acid가 성숙시기에 관계없이 가

장 많이 함유되어 있었다. 무기성분은 Ca, Fe, K, Mg, Na, 

P 등이 검출되었고 K 함량이 836~1207 mg%로 가장 높았

다. 비타민 C함량은 127.5~149.2 mg%이었으며 총 식이섬

유함량은 22.7~38.7%이었으며 불용성 식이섬유가 수용성 

식이섬유 보다 월등히 많았다. 총 폴리페놀과 플라보노이드 

함량은 18.9~19.7%와 40.9~48.2%이었다21).

화학적⋅물리적 자극 및 손상에 의한 피부 상처 부위에는 

다양한 케모카인(chemokine)과 사이토카인(cytokine) 및 증

식인자(growth factor)들이 분비되기 시작하며, 이러한 인자

들에 의해 각질형성세포는 상처부위로 이주(migration)하기 

시작하고, 동시에 세포의 증식(proliferation)이 유도된다22). 

세포밀착연접(tight junction)은 사람의 표피에서 관찰되는 

세포간이음(intercellular junction) 중 하나로서, 표피 과립

세포층의 세포간격에 위치하여 인접한 세포들을 접합시키고 

전해질과 수분의 이동을 조절하는 장벽기능을 비롯한 다양한 

생물학적 기능을 수행한다23).

Free radical 등의 원인에 의해서 세포 내에 ROS가 증가

하면 산화적 스트레스로 작용하여 염증성 질환을 유발하고 세

포 내 단백질을 산화시키며24), 여러 단백질의 복합체로 이루

어진 세포밀착연접 역시 손상시킨다25, 26). 그 때문에 뛰어난 

radical 소거능을 띠는 물질을 세포에 처리할 경우 세포밀착

연접에 긍정적인 영향을 미칠 수 있으며, 쥐에게 항산화물질

을 먹임으로써 radical에 의한 세포밀착연접 손상이 경감되었

다는 연구 결과가 보고된 바 있다27). 따라서 본 연구에서는 
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이미 소염작용으로 잘 알려진 꾸지뽕 열매의 추출 방법에 따

른 radical 소거능을 측정하여, WECT와 EECT 두 추출방법 

모두 농도 의존적으로 뛰어난 radical 소거능을 나타내는 것

을 확인하였으며 그 중 WECT가 더욱 뛰어난 항산화 효능을 

보였다9-11). 이러한 사실은 기존에 알려진 꾸지뽕 열매 추출

물의 항산화 효능과 일치하는 결과이며, 이번 연구에 사용된 

추출법 역시 항산화 효능을 가지는 성분들이 효과적으로 추출

되었음을 알 수 있었다28, 29). ROS가 세포밀착연접에 미치는 

영향 외에도 피부조직에서 ROS가 증가하면 조직 세포에 작

용하여 콜라겐의 합성을 억제하고 MMPs를 통한 콜라겐 분해

를 촉진하여 피부 노화의 주범으로도 잘 알려진 만큼 이러한 

꾸지뽕 열매 추출물의 효능을 이용한다면, 유용한 기능성 소

재 물질로 개발할 수 있을 것이다30).

세포에 처리하기 이전에 MTS assay를 진행하여 세포 독성

을 측정해 HaCaT 세포에 처리하는 추출물의 농도를 2.0 

mg/ml까지 설정하여 실험을 진행하였다. 이후 세포에 두 추

출물을 처리하여 mRNA의 발현량을 비교한 결과 WECT를 

처리한 HaCaT 세포에서는 유의미한 발현량의 증가가 확인되

지 않았지만, EECT를 처리한 세포에서 Claudin 6의 발현량

이 0.5 mg/ml 농도에서 1.41배, 1.0 mg/ml 농도에서 4.91

배, 2.0 mg/ml 농도에서 6.23배 증가함을 확인하였다. 

WECT와 EECT와의 비교를 통해 WECT에서는 추출되지 않

고 EECT에서는 추출된 유효성분이 무엇인지 동정할 필요가 

있으며, 생체 내로 적용 시 본 연구에서 실험한 EECT의 농도

인 1 mg/ml은 고농도이므로, TJ에 영향을 미친 EECT의 유

효성분을  저농도로 적용할 필요가 있을 것으로 생각된다. 또

한 EECT를 처리하여 증가한 Claudin 6는 세포밀착연접에 

관여하는 대표적인 단백질 중 하나인 Claudin family의 일종

이다. 아토피환자의 경우 Claudin 1의 발현량이 현저히 감소

되며, Claudin 1의 발현량을 증가시키는 물질을 통해 쥐의 아

토피성 피부염이 완화되는 등 세포밀착연접을 구성하는 

Claudin family가 개체의 피부 장벽 강화에 중요하게 작용하

는 영향은 잘 알려져 있다31).

EECT가 처리된 HaCaT세포의 세포 간 부착 강도를 측정

하기 위하여 dispase 기반 해리 실험을 진행하였다. 그 결과 

농도 의존적으로 HaCaT 세포의 단편 수가 감소하는 것을 확

인하였으며, 이는 곧 EECT를 처리한 세포에서 세포 간 부착 

강도가 증가하였음을 의미한다. 피부 장벽의 강화는 외부의 

유해물질로부터 1차적으로 물리적 외벽 역할을 하여 개체를 

보호할 수 있게 해주며, 미용 분야에서 피부 수분이 외부로 

빼앗기지 않게 유지시켜주는 등의 역할을 한다. 따라서 이러

한 EECT를 화장품 개발 분야나 아토피 치료 분야 등에서 이

용할 수 있는 소재 물질로써의 개발을 기대할 수 있다. 다만 

부착 강도의 증가가 세포밀착연접 외 다른 junction이 강화되

어 증가하였는지에 대한 추가 실험이 필요할 것으로 생각된

다. 이번 연구에서 꾸지뽕 열매 추출물이 기존에 알려진 다양

한 효능 이외에 피부 장벽 강화에도 긍정적인 영향을 미치는 

것을 밝혔으며, 이를 통해 꾸지뽕 열매 추출물이 생리활성 물

질로써의 새로운 가치를 기대할 수 있을 것으로 판단된다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서 꾸지뽕 열매의 열수 추출물(Water Extract 

Cudrania tricuspidata, WECT)과 에탄올 추출물(Ethanol 

Extract Cudrania tricuspidata, EECT)을 인간 유래 각질 

형성 세포 (human keratinocyte cells line)인 HaCaT 세포

에 처리하여 세포밀착연접 유전자인 Claudin 6의 mRNA 발

현이 증가 및 세포 간 부착 강도 효과를 확인하여 다음과 같은 

결론을 얻었다.

1. WECT와 EECT의 항산화 효능을 확인한 결과 WECT와 

EECT가 0.5 ㎎/㎖에서 각각 41.55±2.22%, 34.28±0.82%

의 항산화 효능이 있고 1.0 ㎎/㎖일 때 각각 82.7±0.99%, 

64.7±0.93%의 항산화 효능이 있어, WECT가 더 뛰어난 

radical 소거능을 보였다.

2. WECT와 EECT가 HaCaT 세포의 세포밀착연접 유전자 

발현에 미치는 영향을 확인한 결과 WECT는 유의미한 변

화가 없는 반면, EECT 처리에 의해 관련 유전자 중 

Claudin 6의 발현량이 0.5 ㎎/㎖ 농도에서 1.41배, 2.0 

㎎/㎖ 농도에서 6.23배 증가해 농도 의존적으로 발현량이 

증가하는 것을 확인할 수 있었다.

3. HaCaT 세포에 Claudin 6 발현량이 증가한 EECT를 처리 

한 후 dispase를 처리하여 얻은 비 접착 세포 단층을 얻

고, 물리적인 충격을 가하여 얻은 단편의 수를 측정한 결

과 시료를 처리하지 않은 대조군에 비해 EECT를 처리한 

시료의 세포 단편이 22.97%로 감소하며 세포-세포 부착 

강도 강화 효과를 확인하였다.

이상의 실험결과는 WECT와 EECT 모두 항산화 효능을 보

유하고 있으며, 그 중 WECT가 더욱 뛰어난 항산화 효능을 

가지고 있어 피부의 산화적 스트레스를 효과적으로 감소시켜 

피부의 노화 방지 효과가 있을 것으로 생각된다. 또한 EECT

가 Claudin 6 유전자의 mRNA 발현량 증가에 영향을 주었

다. 향후 세포밀착연접 유전자 발현 조절 및 세포-세포 부착 

강도의 강화를 통한 피부 장벽 강화 및 보습에 미치는 EECT

의 효능에 대한 보다 깊은 연구가 필요한 것으로 생각되는 바

이다. 
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