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자외선 조사에 의해 노화된 인간각질형성세포에서 구멍쇠미역

추출물의 항노화 효능
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Abstract − This research was carried out to investigate the moisturizing effects of Agarum cribrosum extract on normal human

epidermal keratinocytes (NHEKs). Moisturizing effects of A. cribrosum extract on NHEKs were measured by quantitative real-

time RT-PCR to verify the gene expressions related to skin hydration, hyaluronic acid (HA)-ELISA to detect HA production,

and cell viability assays. A. cribrosum extract increased the mRNA levels of the AQP3 and HAS2 genes and HA production

in NHEKs. On the other hand, A. cribrosum extract decreased the mRNA level of the KRT1 and KRT10 genes known as dif-

ferentiated keratinocyte marker in NHEKs. This research showed the moisturizing effects of A. cribrosum extract. The results

indicate that A. cribrosum extract can be a potent functional ingredient for skin hydration and anti-aging products. Further study

is warranted regarding the use of A. cribrosum extract to develop not only cosmetics but also food and medicine.
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신체의 최외각층에 존재하는 피부는 외부환경으로부터 최

전선의 방어벽 역할을 하며 자외선(ultra violet, UV), 각종

화학물질, 방사선 및 미생물 등과 같은 외부 유해인자로부

터 신체를 보호한다. 외부 유해인자에 의해 피부가 손상을

받게 되면 신체는 빠르게 손상부위를 회복시키기 위하여 새

로운 피부로 재생시킨다.1,2)

외부자극 중 피부에 가장 유해한 인자 중 하나인 UV는

양면성을 지닌 요인이다. UV는 피부에서 vitamin D3를 합

성하도록 유도하기도 하고 건선, 백반증 등의 피부질환을

치료하는데 도움을 주기도 한다. 반면 피부세포에서 활성산

소종(reactive oxygen species, ROS)의 생성을 과도하게 유

발하며, 세포를 구성하는 유기분자인 탄수화물, 단백질, 지

질, DNA 등에 산화적 스트레스를 일으켜 피부의 광노화를

유발하고 과도하게 되면 암을 유발할 수 있다고 알려져 있

다. 또한 UV에 의한 산화적 스트레스는 tumor necrosis

factor-α(TNF-α) 등과 같은 염증성 싸이토카인의 생성을 유

도할 뿐 아니라 염증성 신호전달체계인 cyclooxygenase-

2(COX-2), angiotensin converting emzyme(ACE)와 cytosolic

phospholipase A2(cPLA2)의 발현을 증가시킨다. 이러한 반

응을 통해서 피부의 광노화가 유발되고 피부건조 및 과도

한 색소침착이 발생한다고 알려져 있다.3,4)

표피를 구성하는 각질형성세포(keratinocyte)가 UV에 노

출되면 hyaluronan synthase 2(HAS2)와 aquaporin 3(AQP3)의

발현이 감소하여 피부건조를 야기한다고 알려져 있다.5-8)

AQPs는 세포막에 삽입되어 있는 소수성 수송단백질로, 세

포 외부의 수분을 세포 내부로 이동시키는 막수송단백질이

다.9,10) 특히 인간각질형성세포에서는 AQP3가 수분수송에

중요한 역할을 담당하고 있고, AQP3 knock-out 마우스에서

상처치유능 감소, 피부건조 등의 결함을 나타낸다고 알려져

있다.9) 또한 히알루론산(hyaluronic acid, HA)을 합성하는

효소인 HAS2는 UV에 의해 발현이 감소된다고 알려져 있

다.6-8) 또한 UV에 의해 노화가 유발된 피부에 HA를 처리

하면, 노화현상을 개선시키는 역할을 한다. UV는 표피의 기

저층에 존재하는 각질형성세포를 과분화 및 과각질화시켜

각질탈락을 가속화시키고 피부의 노화를 유발한다. UV는
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표피의 기저층에 존재하는 각질형성세포가 발현하는 케라

틴 5(Keratin 5, KRT5), KRT14의 발현을 감소시키고, 과각

질화와 과분화의 표지인자인 KRT1, KRT10, filaggrin(FLG),

loricrin(LOR) 등의 유전자의 발현을 증가시킨다고 보고되어

있다.7,8,11)

구멍쇠미역(Agarum cribrosum)은 다시마과에 속한 해조

류로 쿠릴열도, 일본의 홋카이도, 베링해 그리고 아메리카

태평양연안 등에 분포하고 우리나라에서는 동해안 중부 이

북의 해안에 분포한다. 잎의 모양은 둥근 형태를 띄고 있으며

많은 구멍이 있으고, 수심 30 m 정도의 깊은 해양에서 서

식하며 최근에는 식용으로 사용되어 지고 있다. 구멍쇠미역에

대한 연구로는 만성질환을 유발하는 5 lipooxygenase II의

저해제가 구멍쇠미역에 많이 함유되어 있다는 연구,12) 발암성

니트로사민 생성억제를 통해 항암에 효과를 보인다는 보고

한 연구,13) 최근에는 치매예방 및 치료를 위한 소재탐색,14)

구멍쇠미역의 영양성분 및 생리활성물질 분석 및 변비완화

효과와 혈액지방 감소에 대한 효과를 확인한 연구 등이 활

발히 진행되고 있다.15,16)

A. cribrosum 추출물이 인간각질형성세포에서 피부노화

개선 혹은 피부보습에 효과가 있는지에 관한 연구는 전무한

실정이다. 본 연구에서는 A. cribrosum 추출물이 보습과 관

련된 AQP3, HAS2 유전자 발현에 미치는 영향을 분석해 보

고, UVA에 의해 감소된 인간각질형성세포의 HA 생산 능

력이 A. cribrosum 추출물에 의해 증가되는지 입증하고자

한다. 또한 UV에 의해 인간각질형성세포의 과분화와 과각

질화가 유도된 상태에서 A. cribrosum 추출물의 과분화와

과각질화를 억제할 수 있는지 확인해 보고자 한다. 

재료 및 방법

실험재료 및 세포배양 −본 연구에서 사용된 구멍쇠미역

(Agarum cribrosum, NP30150044)은 2015년 7월 21일 강원

도 인근 해역에서 채집된 시료이며, 국립해양생물자원관의

해양바이오뱅크(https://biobank.mbris.kr/biobank/main/index.do)

에서 분양받아 사용하였다. 추출물은 A. cribrosum을 동결

건조한 후 70% EtOH을 용매로 사용하여 sonication하여 추

출하였고, DMSO:Ethanol(1:1; vol/vol)으로 용해(100 mg/mL)

시켜 세포실험에 사용하였다. A. cribrosum 추출물의 효능을

평가하기 위해 normal human epidermal keratinocytes(NHEKs)

와 KGM-gold bulletKit은 Lonza(Sweden)로 부터 구입하였

다. NHEKs는 5% CO2, 습도 100%, 37°C의 조건으로 CO2

인큐베이터에서 배양하였다.

자외선 조사 − NEHKs에 광노화를 유도하기 위해

Ultraviolet A(UVA)를 처리하였다. NHEKs(1 × 105 cells)를 접

종한 35π 조직배양접시에 1 mL의 DMEM(phenol red free;

Welgene, Korea)배지를 주입한 후, UVA 조사기(BioLink;

Vilber Lourmat, France)를 이용하여 UVA(3 J/cm2)를 처리

하였다.8,17)

세포 생존율 분석 −Cell counting kit-8(CCK-8; DoGenBio,

Korea) assay를 사용하여 소재에의한 NHEKs의 생존율을

확인 였다. NHEKs를 96 well plate에 접종한 후, 무혈청

DMEM에 A. cribrosum 추출물을 농도 별로 희석하여 처리

하였다. A. cribrosum 추출물을 농도별로 24 h 동안 처리한

후, CCK-8 시약을 DMEM(phenol red/FBS free)에 1/10로

희석하여 세포에 처리한 후 1 h 동안 세포배양기에서 반응

시켰다. Biotek사의 분광광도계시스템인 Epoch(USA, 450

nm)를 사용하여 흡광도를 측정하였고, NHEKs를 배양하지

않은 DMEM만 넣어준 시료의 흡광도를 blank로 하여 세포

생존율을 산출하였다.

RNA 추출 및 실시간 유전자 중합효소 연쇄반응(Quantitative

real-time RT-PCR, qRT-PCR) −각 조건의 세포에 TRIzol

reagent(Invitrogen, USA)를 처리하여 total RNA를 분리한

후, SuperiorScript III Master Mix(Enzynomix, Korea)를 사

용하여 mRNA로부터 cDNA를 합성하였다. 인간각질형성세

포 표지인자의 상대적 발현을 비교하기 위하여 Quantitative

real-time RT-PCR(StepOnePlus; Applied Biotechnologies,

USA)을 활용하였다(Shim, 2019). 실험에 사용된 Taqman Gene

expression assay(Applied Biotechnologies, USA)는 Table I에

명기하였다.

히알루론산-효소결합 면역흡착법(Hyaluronic acid-Enzyme

linked immunosorbent assay; HA-ELISA) −NHEKs에서

Agarum cribrosum 추출물에 의한 히알루론산 발현을 확인

Table I. Gene Symbol, name and Assay ID Number in Real-time RT-PCR Analysis

Gene Symbol Gene Name Assay ID

AQP3 Aquaporin 3 Hs01105469_g1

HAS2 Hyaluronan synthase 2 Hs00193435_m1

FLG Filaggrin Hs00856927_g1

LOR Loricrin Hs01894962_s1

KRT1 Keratin 1 Hs01549614_g1

KRT10 Keratin 10 Hs01043114_g1

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 43333764F
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하기 위해 35π 조직배양접시에 NHEKs(1 × 105 cells)를 24 h

동안 CO2 세포배양기에서 배양 후, UVA(3 J/cm2)를 처리

하였다. UVA 조사 후 10 μg/mL 농도의 Agarum cribrosum

추출물을 처리하여 CO2 세포배양기에서 48 h 동안 배양하

였다. 배양액 내의 HA 양은 Hyaluronic acid-ELISA kit

(Corgenix, USA)를 사용하여 측정하였다.

통계처리 및 분석 −본 실험에서의 통계분석은 Student`s

T-test법을 사용하였고, 유의 수준 0.05 미만으로(p<0.05) 하

여 검정하였다.

결과 및 고찰

Agarum cribrosum 추출물의 농도별 생존율 분석 −NHEKs

에서 A. cribrosum 추출물의 세포독성 여부를 파악하기 위

하여 cell counting kit-8(CCK-8) assay를 수행하였다. 대조

군은 시료를 처리하지 않았고 A. cribrosum 추출물은 각각 1,

10, 100 ng/mL, 1, 10, 100, 1000 μg/mL으로 처리하여 NHEKs의

생존율을 확인하였다. 100 μg/mL 이상 농도의 A. cribrosum

추출물을 처리시 NHEKs의 생존율이 대조군과 대비하여 유

의성 있게 감소됨을 확인할 수 있었다(Fig. 1). 10 μg/mL 이

하의 농도에서는 NHEKs의 생존율이 대조군과 유사함을 확

인할 수 있었고, 후속 세포실험에서는 0.1, 1, 10 μg/mL 농

도의 A. cribrosum 추출물을 처리하였다.

자외선 조사와 A. cribrosum 추출물 처리에 따른 NHEKs

에서의 유전자 발현 −NHEKs에 UVA(3 J/cm2)를 조사한 후,

A. cribrosum 추출물을 농도 별로 24 h 동안 처리하여

NHEKs가 발현하는 대표적인 표지인자인 AQP3와 HAS2 유

전자의 발현양상을 실시간 유전자 중합효소 연쇄반응(qRT-

PCR)을 통해 확인하였다. AQP3와 HAS2는 인간각질형성세

포가 발현하는 대표적인 표지인자로, 세포 외부에 존재하는

수분을 세포 내부로 이동시키거나 표피 내부에 수분을 보

존하는 역할과 히알루론산을 생합성하는 역할을 담당하며

보습에 관여한다고 알려져 있다.7,8) UVA 조사에 의하여

AQP3, HAS2의 발현이 대조군 대비 각각 55%, 78% 감소하

였다. A. cribrosum 추출물을 처리한 세포에서의 AQP3와

HAS2의 발현을 분석한 결과, UVA 처리군 대비 10 μg/mL의

A. cribrosum 추출물 처리군에서 AQP3의 발현이 2.67배,

HAS2의 발현이 3.52배 가량 증가하는 효과를 확인하였고 1

μg/mL의 A. cribrosum 추출물 처리군에서는 UVA 처리군 대

비 AQP3의 발현이 3.07배, HAS2의 발현이 3.37배 가량 증

가하는 효과를 확인하였다(Fig. 2A, B). 히알루론산을 생성

하는 효소인 HAS2와 세포 외부에 존재하는 수분을 세포 내

부로 수송하는 AQP3의 발현을 증가시킴을 확인함으로써,

A. cribrosum 추출물이 피부보습에 효과가 있을 것으로 보

여진다.6,9,10)

A. cribrosum 추출물의 히알루론산 합성 촉진 효과 −

HAS2는 인간각질형성세포에서 히알루론산(HA)을 생성하는

효소이다.18,19) A. cribrosum 추출물을 처리하여 HAS2 유전

자의 발현이 증가된 결과에 의한 대사산물인 HA 단백질의

생성 역시 증가되는지를 확인하기 위하여 HA에 대한 효소 결

합 면역흡착법(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)

을 통해 확인하였다(Fig. 3). UVA 조사에 의해 33.2% 가량

생성이 감소되었던 히알루론산 생합성이 A. cribrosum 추출

물 처리에 의해 UVA 조사군 대비 47.3% 가량 유의성 있게

증가함을 확인하였다. 본 결과는 Quantitative real-time RT-

PCR을 통하여 확인된 HAS2 유전자 발현 양상과 일관성이

있으며(Fig. 2B), A. cribrosum 추출물은 HAS2 유전자 뿐만

아니라, 최종 대사산물인 히알루론산 생성 역시 증가함을

보여준다.

A. cribrosum 추출물에 의한 표피 분화마커 변화 −표피의

기저층에 존재하는 각질형성세포는 각질턴오버 과정을 거

치면서 각질층으로 이동하여 피부로부터 탈락된다. 기저층에

존재하는 각질형성세포가 유극층, 과립층, 각질층의 순으로

분화되면서 기저층의 각질형성세포가 발현하는 미분화 표

지인자인 KRT5/14 등의 유전자 발현이 점차 감소하고, 각

질형성세포의 분화마커인 FLG, LOR, KRT1, KRT10 등과

같은 유전자 발현은 증가한다고 보고되어 있다.11) 따라서 기

저층에 존재하는 각질형성세포의 표지인자로 KRT5/14 등의

마커가 활용되고, 과립층과 유극층의 각질형성세포에서는

FLG, LOR, KRT1/10 등이 사용된다. 표피층에 외인성 노화,

특별히 광노화가 진행되면 미분화 각질형성세포의 분화가

촉진되어 과분화/과각질화가 진행된다. 본 실험에서 광노화를

모사한 in vitro 실험조건으로 NHEKs에 UVA(3 J/cm2)를 조

Fig. 1. Cytotoxicity of Agarum cribrosum in normal human

epidermal keratinocytes (NHEKs). NHEKs (2 × 104 cells) were

seeded in 96-well cell culture plates and treated with A. cribro-

sum at the concentrations indicated for 24 h. Cell viability was

measured by the CCK-8 assay. The results are presented as

mean ± SD of the percentage of control optical density for trip-

licate experiments (B). *p < 0.05 compared to control.
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Fig. 3. Effects of A. cribrosum on hyaluronic acid (HA) synthesis in NHEKs. NHEKs (2 × 105 cells) were seeded in a 60 mm tis-

sue culture dish and treated with A. cribrosum for 48 h. Samples of cell medium were collected and analyzed for HA using ELISA.

The data represent the mean ± SD of three independent experiments. *p < 0.05 compared to control. # significantly different com-

pared to UVA-treated condition, p < 0.05.

Fig. 2. Characterization of A. cribrosum treatment on UVA-irradiated NHEKs. Quantitative real-time RT-PCR analysis of the

NHEKs skin hydration markers; AQP3 (A), and HAS2 (B). Values represent the mean ± SD of three independent experiments.

*p < 0.05 compared to control. # significantly different compared to UVA-treated condition, p < 0.05. RT-PCR, Reverse tran-

scription-polymerase chain reaction; AQP3, Aquaporin 3; HAS2, Hyaluronan synthase 3; NHEK, Normal human epidermal

keratinocytes.
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사하여 NHEKs의 과분화 및 과각질화를 유도한 상태에서

A. cribrosum 추출물을 처리한 후, qRT-PCR시스템을 통하여

FLG, LOR, KRT1, 그리고 KRT10 유전자의 발현을 확인하

였다. 위의 4가지 표지인자 중 자외선에 의해 FLG, KRT1,

그리고 KRT10의 발현이 유의성 있게 증가하였고 LOR 유

전자의 발현에는 큰 영향을 미치지 않았다.7,8) FLG 유전자는

UVA 조사군에 비해 10, 1, 0.1 μg/mL의 농도의 A. cribrosum

추출물에 의해 각각 52, 72, 74% 감소하였다. KRT1 유전

자는 UVA 조사군에 비해 10, 1 μg/mL의 농도의 A. cribrosum

추출물에 의해 각각 87, 92% 감소하였고, KRT10 유전자는

10, 1 μg/mL의 농도의 A. cribrosum 추출물 처리군에서

각각 46, 44% 가량 유의성 있게 감소함을 확인할 수 있었

다(Fig. 4C, D). 반면 LOR 유전자는 UVA 및 A. cribrosum

추출물에 의해 유의성 있는 발현 차이는 나타나지 않았다.

본 결과를 통해 UVA가 각질형성세포의 과분화 및 과각질

화를 유발하지만, A. cribrosum 추출물이 FLG, KRT1,

KRT10 유전자의 발현을 감소시켜 과분화 및 과각질화를

억제시킴으로 UVA에 의한 광노화를 감소시킬 수 있음을

보여주고 있다.

결 론

피부는 노화가 진행되면 각질층이 두꺼워지고, 염증과 주

름이 증가하는 등의 현상을 나타낸다. 다양한 외부요인인

자외선, 열, 미세먼지 등에 의해 피부세포 내 활성산소종의

연쇄 반응을 유발하고 이는 피부노화와 피부질환을 유발한

다.20,21) 또한 노화는 생체 내에 존재하는 세포의 감소 및 기

능저하에 의하여 정상적인 조직으로의 재생과 기능을 하지

못하게 된다.22,23)

본 연구를 바탕으로 A. cribrosum 추출물을 인간각질형성

세포에 처리할 적정 농도를 확인할 수 있었다(Fig. 1). AQP3과

HAS2 유전자의 발현과 히알루론산 단백질 생성 측정에서

A. cribrosum 추출물이 유의성 있게 UVA에 의해 감소된 보

습인자의 발현을 회복시키는 결과를 나타내었다(Fig. 2, 3).

추가적으로 A. cribrosum 추출물은 UVA 조사에 의해 증가된

FLG, KRT1, 그리고 KRT10의 유전자 발현을 유의성있게 감

소시킴으로 NHEKs의 과분화 및 과각질화를 억제시킬 수

있음을 확인하였다(Fig. 4). 이는 A. cribrosum 추출물이 피

부 보습을 개선하는 후보물질로서의 가능성을 보여준다. 

A. cribrosum 추출물의 피부 보습 효능을 확인한 연구는

Fig. 4. Differentiated expression of keratinocyte markers upon A. cribrosum treatment of UVA-irradiated NHEKs. Quantitative real-

time RT-PCR analysis of the representative differentiated markers, FLG (A), LOR (B), KRT1 (C) and KRT10 (D). The graphs are

shown as the mean ± SD of three independent experiments. *p < 0.05 compared to control. # significantly different compared to

UVA-treated condition, p < 0.05. FLG, Filaggrin; LOR, Loricrin; KRT1, Keratin 1; KRT10, Keratin 10.
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본 연구가 최초이며, 추후 기능성 화장품 및 의약품에 사용

될 수 있는 가능성을 보여주었다. 향후 A. cribrosum 추출

물이 자외선에 의해 유발된 피부노화를 개선하는 메커니즘

에 대한 추가적인 연구와 본 소재를 이용한 임상연구 등이

진행될 필요가 있을 것으로 보인다.
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