
1. 서  론         

UVB는 피부 표피 및 진피 상부까지 영향을 미친다. 특

히 주름생성, 탄력감소, 멜라닌생성 등과 같은 피부 광노

화 현상과 깊은 연관이 있고, 염증반응, 홍반 등 피부 병변

을 유발하기도 한다[1,2]. 세포 또는 분자 수준에서 UVB는 

피부각질세포에 DNA 손상을 유발하며, 발생한 DNA 손상

은 하위 분자들의 돌연변이를 일으켜 세포 자체의 기능 저
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하를 가져온다[3]. 또한, DNA 손상은 UVB에 의한 reactive 

oxygen species (ROS)에 의해 더욱 가속화되는 경향을 보이

며 세포주기 정지, 또는 세포사멸을 일으킨다[4,5].

UVB에 의한 DNA 손상 중 가장 대표적인 것은 

cyclobutane pyrimidine dimer (CPD)의 생성이다[6,7]. 이는 

DNA상에 pyrimidine의 흡광파장이  UVB (280 ∼ 320 nm)

의 파장과 일치하여 chromophore로 작용을 함으로써 DNA

의 상보적 결합이 깨지게 되는 현상을 말한다[8]. 깨진 

pyrimidine기는 인접한 pyrimidine기와 결합을 이루고 이런 

DNA 손상은 nucleotide excision repair (NER)에 의해 자연
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요 약: 자외선인 ultraviolet B (UVB)는 피부각질세포의 DNA 잔기에 손상을 준다. 특히, DNA의 pyrimidine 

잔기 손상인 cyclobutane pyrimidine dimers (CPD)의 형성은 피부 광노화의 대표적인 지표로 여겨진다. 본 

연구에서는 피부 각질세포에서 UVB에 의한 DNA 손상을 완화 시키는 소재로 감초추출물(Glycyrrhiza glabra 

extract, G. glabra extract)의 효능을 확인하였다. 먼저 피부각질세포에서 UVB 의존적으로 CPD형성이 증가하

는 것을 확인하였다. 이후 감초추출물에 의해 UVB 유발 CPD 형성이 유의하게 줄어드는 것을 확인할 수 있었다. 

추가로 DNA 손상회복 인자의 mRNA 발현이 감초추출물에 의해 증가하는 것도 확인하였다. 결론적으로 본 연구

를 통해 감초추출물의 피부각질세포에서의 DNA 보호 효과를 확인할 수 있었다. 

Abstract: Ultraviolet B (UVB) damages DNA residues in skin keratinocytes. In particular, the formation of cyclobutane 

pyrimidine dimers (CPD), a pyrimidine residue damage in DNA, is considered a representative indicator of skin photoaging. 

In this study, we confirmed defensive effect of Glycyrrhiza glabra (G. glabra) extract against UVB induced DNA damage. 

First of all, we confirmed UVB dependent amount of CPD formation in human keratinocyte cell line. UVB induced CPD 

was decreased by G. glabra extract by dose dependent manner. In addition, it was confirmed that the expression of mRNA 

of DNA damage recovery factors was increased by G. glabra extract. Consequently, through this study, it was possible 

to confirm the DNA protection effect of G. glabra extract in skin keratinocytes. 

Keywords: ultraviolet B, Glycyrrhiza glabra, CPD, DNA damage, DNA repair 
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적으로 일정 수준 복구가 가능하지만 손상정도가 복구능

력을 넘어가거나, 손상이 축적되면 복구가 어려워진다. 특

히, 인체가 노화하게 되면 DNA 수선인자의 발현이 줄어들

어 DNA 손상이 축적되고, 축적된 CPD는 수선이 되지 못

하여 세포는 주기가 정지되거나 자연사멸에 이르게 된다. 

그로 인해 피부 구성인자 또한 합성이 저해되어 피부 광노

화가 진행된다[9].

감초추출물은 전통적으로 폐질환, 전염성 간염, 기관지

염 등에 널리 쓰인 약재이고, 약리적 효능 또한 널리 연구

되고 있다. 약 30종의 Glycyrrhiza가 재배, 분포되고 있지만, 

이중 G. uralensis와 G. glabra 두 종이 말린 감초 뿌리 약

재로 사용되고 있다. 약리적 효능 이외에 Glycyrrhiza는 화

학적 미백제인 하이드로퀴논의 천연 미백 대체제로 사용

되고 있으며, 홍반 감소, 피부 염증 완화, 항산화 효과 등

의 효능으로 화장품산업에 많이 이용되고 있다[10-12].

본 연구에서는 UVB에 의한 피부각질세포의 손상이 감

초추출물에 의해 어떻게 회복이 되는지를 연구하고자 하

였다. UVB에 노출된 피부각질세포는 UVB의 증가에 따라 

DNA 손상이 심화 되는 경향을 보였다[13]. 하지만 감초추

출물에 의해 피부각질세포에서 DNA 손상이 억제되는 것

을 확인하였고, DNA 수선 인자의 발현이 증가 되는 것을 

확인함으로써 감초추출물이 자외선에 의한 피부 손상을 

방어할 수 있는 소재로의 활용 가능성을 볼 수 있었다. 

2. 실험방법

2.1. 감초추출물(G. glabra Extract)의 제조

감초추출물은 화코스텍(Korea)에서 제공하는 polyol soluble 

licorice extract GK 원료를 사용하였다. 추출 방법은 감초 뿌리

부 10 g을 50% butylene glycol 200 g을 가하여 상온에서 5일간 

냉침 하였다. 이를 #4 Whatman 여과지에 여과 후 0.45, 

0.22 µm 필터에 순차적으로 여과하여 시험에 사용하였다. 원

료는 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 고농도로 녹여 사용하였다.

2.2. 인간 유래 피부각질세포주 배양

인간 유래 피부각질세포주(HaCaT) (Addexbio technologies, 

USA)는 Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) (Gibco- 

BRL, Gaithersburg, USA)에 10% fetal bovine serum (FBS)와 

1% penicillin/streptomycin solution이 첨가된 배양액 조건에

서 배양하였다. 0.25% trypsin-EDTA (Invitrogen, USA)를 이

용하여 계대 배양을 진행하였다.

2.3. 감초추출물의 독성평가

감초추출물의 HaCaT에서의 독성을 평가하기 위해 cell 

counting kit-8 (CCK8) assay (Dojindo molecular technologies, 

USA)를 진행하였다. HaCaT에 감초추출물을 처리 후, 해당 

업체에서 제공하는 프로토콜에 따라 CCK8 assay를 실행하

였다. Epoch microplate spectrophotometer (BioTelk, USA)를 

이용해 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.4. UVB 조사

HaCaT의 UVB에 의한 CPD 광독성을 평가하기 위해 

UVB를 조사하였다. HaCaT을 35 mm 배양용 플레이트에 2 

× 105 cells/well에 깔고 37 ℃, 5% CO2 인큐베이터에서 24 

h 배양하였다. DMEM에 포함된 phenol red가 UVB 흡수를 

할 수 있기때문에, 배양 배지를 제거한 후 phosphate buffered 

saline (PBS)로 배양용 플레이트를 wash하고 350 µL의 PBS

를 첨가해 세포가 마르지 않을 정도만 잠기게 해 준다. 배

양용 플레이트 커버를 제거한 후, Vilber Lourmat사(France)

의 Bio-sun UV irradiation system으로 315 nm 파장의 UVB

를 20 mJ/cm2 로 조사해 준다. UVB 조사가 끝나면 PBS 제

거 후, FBS와 항생제가 포함된 DMEM으로 채워 37 ℃, 

5% CO2 인큐베이터에서 24 h 배양해 준다.

2.5. CPD (Cyclobutane Pyrimidine Dimer) Assay

UVB에 의한 DNA 손상정도를 평가하기 위해 HaCaT을 

사용하여 CPD assay를 진행하였다. HaCaT에 감초추출물을 

선처리하고 UVB를 조사하여 QIAamp genomic DNA kits 

(Qiagen, USA)로 genomic DNA를 정제하였다. 정제한 DNA

를 농도를 측정하고 OxiSelect™ UV-induced DNA damage 

ELISA Kit (Cell Biolabs, STA-322, USA)을 이용하여 DNA 

손상 정도를 측정하였다[14].

2.6. Real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR)

감초추출물에 의한 DNA 수선인자의 발현을 조사하기 

위해 HaCaT에서 mRNA 분석을 실시하였다. 감초추출물을 

선처리 후 UVB 조사하여 RNA easy mini kit (Qiagen, USA)

으로 RNA를 분리하여 정량 하였다. 1.0 µg의 RNA를 

GeneAmpⓇ RNA PCR kit (Applied Biosystems, USA)를 이

용하여 역전사(reverse transcription)하였다. 역전사 반응은 

MycyclerⓇ PCR 기기(Biorad, USA)를 이용하여 수행하였다. 

합성된 cDNA를 Taqman universal master mix (Applied 

biosystems, USA)와 유전자 특이적인 프라이머를 이용하여 

Real-time PCR system (Applied biosystems, USA)으로 발현
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을 측정하였다. Real-time PCR에 사용된 프라이머는 GAPDH, 

XPA, XPC, ERCC1, ERCC4 이다.

2.7. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

UVB에 의한 염증 완화효능을 확인하기 위해 감초추출

물을 처리한 HaCaT의 배양액에 존재하는 IL-1β 단백질의 

농도를 ELISA 기법으로 확인하였다. Human IL-1 beta/IL-1F2 

DuoSet ELISA (R&D Systems, USA)를 이용하여 단백질 정

량을 하였다. Capture antibody를 PBS에 희석하여 immunoplate 

(SPL, Korea)에 코팅 후, UVB와 감초추출물을 처리한 HaCaT

의 배양액을 2 h 동안 반응시켰다. 이후, detection antibody

를 처리하고 streptavidin-HRP 반응을 통해 450 nm 파장의 

Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTelk, USA)에서 흡

광을 측정하였다.

2.8 통계적 분석 

실험 결과는 평균값과 표준편차로 나타내었고, student's 

t-test법을 이용하여 p-value가 0.05 미만인 경우 통계적으로 

유의성이 있는 것으로 판정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. UVB 의존적 CPD 형성 측정

피부각질세포는 UVB에 의해 DNA 손상을 입으며 CPD

를 생성한다. 이에 UVB의 세기 의존적으로 CPD가 생성됨

을 확인하기 위해 각각 0, 5, 10, 20, 40 mJ/cm2의 UVB를 

조사하였고 세포가 80%이상 생존하는 범위 내에서 CPD를 

측정하였다. UVB 의존적으로 CPD 형성이 증가하는 것을 

확인하였고, UVB 무처리군에 비해 2 배에서 11 배까지의 

CPD가 생성되었다(Figure 1A). 또, UVB 세기에 따른 생존

율을 평가하기 위해 UVB를 각각 0, 5, 10, 20, 40 mJ/cm2로 

처리를 하였고, 40 mJ/cm2이상부터는 세포 생존율이 80%

이하로 떨어지는 양상이 나타남을 볼 수 있었다(Figure 1B). 

세포 생존율이 80%이상 유지되면서 CPD의 발현양상을 볼 

수 있는 UVB 조사정도를 20 mJ/cm2로 정해 실험을 진행

하였다.

3.2. 세포독성 및 UVB손상 억제효과 평가

UVB에 의한 여러 가지 피부 손상 중 DNA 손상을 원인

으로 하는 여러 질병 모델이 활발히 연구 중이다[15]. 특히

나, DNA 손상은 8-OHdG, CPD dimer의 형성, gamma H2AX 

발현 등 DNA break의 형태에 따라 다양하지만, UVB에 의

한 손상 중 가장 대표적인 것은 pyrimidine 잔기의 dimer 

형성이다[16]. 감초추출물의 세포독성을 평가하였다. 감초

추출물을 0, 1, 4, 10, 20 µg/mL로 처리를 하고 24 h 배양

하여 세포독성을 관찰하였다. CCK8 분석을 이용하여 농도

별 감초추출물 처리 군과 DMSO 처리 군 대비 세포 생존

율을 확인한 결과 10 µg/mL까지 95%이상 세포 생존율을 

보이지만, 20 µg/mL부터 60%이하의 세포 생존율을 보임을 

확인하였다(Figure 2A). 다음으로 감초추출물의 UVB에 의

한 CPD 생성을 억제하는 효과를 확인하기 위해 UVB 조

사 전 감초추출물을 FBS와 항생제가 포함된 DMEM 배지

에 희석하여 6 h 동안 선처리 하였다. 20 mJ/cm2의 UVB 

조사 후 다시 감초추출물을 처리하여 24 h 배양 후 DNA 

손상 정도를 확인하였다. UVB 조사에 따른 DNA상의 피

리미딘 잔기 dimer 형성 정도를 측정하였고 감초추출물을 

1, 4, 10 µg/mL의 농도로 처리하였을 때 미처리군에 비해 

각각 45%, 64%, 77%의 CPD 생성억제 효능을 보였다

(Figure 2B).  

(A)

(B)

Figure 1. Effect of UVB to HaCaT. (A) Increase of CPD 

formation in dose-dependent UVB irradiation. (B) Survival rate 

of HaCaT in dose-dependent UVB irradiation. Each bar in the 

graph represents mean ± SD.
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3.3. 감초추출물의 UVB 유발 염증 완화 효능

UVB에 의한 DNA 손상 후, 피부에는 염증반응 또한 동

반된다. 감초추출물의 피부각질세포 DNA 손상 억제효능

이 피부 염증반응도 억제할 수 있을지 확인해보았다. 피부

각질세포에 20 mJ/cm2의 UVB 조사 전 6 h, 조사 후 24 h 

감초추출물을 1, 4, 10 µg/mL 처리하여 IL-1β의 발현 정도

를 확인하였다. UVB의 조사 없이는 피부각질세포의 IL-1β

의 발현은 변하지 않았으나, UVB 조사에 따라 미조사시의 

7배 IL-1β분비가 늘어나는 경향은 확인하였다. 감초추출물

의 1, 4, 10 µg/mL 처리에 따라 각각 34%, 49%, 73%의 

IL-1β분비 억제가 됨을 확인하였다(Figure 3). UVB에 의한 

피부각질세포의 DNA 손상과 이에 따른 염증반응까지 감

초추출물이 억제해 주는 것을 확인하였다. 

3.4. DNA 수선 인자 발현증가 평가

감초추출물의 DNA 손상 억제 및 염증 완화 효능에 대

해 DNA 수선 인자 발현 조절 여부를 확인하였다. CPD의 

수선을 담당하는 NER pathway 관여 인자들의 발현양상을 

통해 UVB에 대한 DNA 손상회복을 확인하였다[17]. NER 

pathway에 관여하는 DNA 수선 인자들 중 XPA, XPC는 

DNA 손상 초기 손상 부위를 인지하는 역할을 담당하고, 

ERCC1, ERCC4 는 각각 3’, 5’에서 특정 구조에 대한 제한

효소의 역할을 담당한다[18]. UVB 조사 전 6 h, 조사 후 

24 h 감초추출물을 처리하여 DNA 수선 인자인 XPA, XPC, 

ERCC1, ERCC4의 mRNA 발현을 측정하였다. XPA, XPC의 

mRNA의 발현은 1, 4, 10 µg/mL 농도에 따라 1.5 배에서 

2.5 배까지 농도 의존적으로 발현양이 증가하는 것을 확인

할 수 있었다. ERCC1, ERCC4의 발현은 각각 2 배, 1.4 배

까지 농도 의존적으로 발현양이 증가하는 것을 확인하였

다(Figure 4). 이로 미루어 보아 NER 과정에서 최초 DNA 

손상 인지를 담당하는 XPA, XPC의 발현을 촉진 시킴으로

써 손상 초기 손상인지의 역할을 향상시키고 이들과 함께 

작용하는 endonuclease ERCC1, ERCC4 의 활성도 증가시킴

을 확인하였다.

Figure 3. Decrement of inflammatory cytokine by G. glabra

extract treatment. UVB induced IL-1β level was significantly 

decreased by dose dependent manner. Each bar in the graph 

represents mean ± SD.

(A)

(B)

Figure 2. CPD induction by UVB irritation and suppression by 

treating G. glabra extract. (A) Cytotoxicity of G. glabra extract

to HaCaT in dose dependent manner. (B) DNA damage prevention

effect of G. glabra extract was pretreated before 20 mJ/cm2 of UVB

exposure to HaCaT. DNA damage was evaluated by measuring CPD

formation. Each bar in the graph represents mean ± SD.
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4. 결  론

본 연구에서는 미백 소재인 감초추출물의 피부각질세포

에서 UVB에 의한 DNA 손상방지 효과를 확인하였다. 피

부각질세포에 감초추출물을 UVB 조사 전처리를 하였을 

때, DNA 손상방지 효과가 있는 것으로 나타났고, 또 UVB

에 의한 DNA 손상을 NER 수선 인자의 발현을 증가시킴

으로써 회복시키는 것으로 확인하였다. 결과적으로 감초추

출물은 자외선에 의한 피부각질세포의 DNA 손상을 방지

해 주고, DNA 수선 인자의 발현을 늘려서 손상된 DNA의 

회복을 유도하는 것으로 보인다. 미백, 항염 등의 효능이 

이미 연구된 바 있지만, 추가적인 연구를 통해 UVB 이외

에도 많은 외인성 노화 인자들에 대한 감초추출물의 효능

을 확인하고, 미백 소재로써 피부에서의 방어 메커니즘을 

심화 연구하여, 노화 방지 소재로서의 연구 및 적용을 진

행할 것이다. 
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