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Abstract: The purpose of this study was to observe cell death in human keratinocytes stimulated against the infec-

tious cytokines TNF-α and IFN-γ, and to observe the expression of Phospho-NF-κB due to phosphorylation of IkB

to confirm the mechanism of inhibiting the expression of inflammatory cytokines. As a result of cell viability analysis,

differences in PEMF stimulation time were observed little by little after 1 hour, 3 hours, 6 hours, 12 hours, 24 hours,

and 48 hours, but there was no statistical significance according to PEMF stimulation time for each time (p>0.05).

No significant difference was observed in the total amount of NF-κB present in the cytoplasm and nucleus, but a sig-

nificant decrease in the expression of phosphorylated NF-κB was observed in the group exposed to PEMF stimulation

for 24 hours (*p<0.05). The expression of IL-1β was observed in all inflammation-induced groups, and the con-

centration of IL-1β compared to α-Tubulin expression was reduced by about 54% in the PEMF-stimulated group for

24 hours compared to the control group (***p<0.001). As a result of the study, it is shown that PEMF stimulation

does not negatively affect HaCaT cells from 0 to 48 hours and can inhibit the expression of inflammatory cytokines

by inhibiting the pathway of NF-κB.
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I. 서 론

피부는 외부환경 또는 물리적, 화학적 자극으로부터 인체를

보호하는 물리적 장벽의 역할을 수행한다. 중층편평상피로

구성된 바깥층 표피를 형성하는 피부각질형성세포는 항원에

직접적으로 노출되어 있으며[1-3], 다양한 Cytokine과 Chemokine

등의 염증성 매개 인자를 생성하여 염증반응과 면역반응에

관여한다[4-7]. 피부각질형성세포가 외부 스트레스 요인에 지

속적으로 노출되면 외부 항원에 대한 저항성이 크게 저하되

고, Tumor necrosis factor(TNF)-α, Interferon(IFN)-γ와

같은 전 염증성 사이토카인의 과다 분비로 인해 염증이 발생

된 병변으로 T-cell과 백혈구의 침윤이 유도된다[8-12]. 뿐만

아니라, 피부 기질 형성 장애 및 손상된 피부나 병변의 치유

속도가 감소 되어 아토피성 피부염과 같은 만성 염증성 피부

질환의 발병률이 높아질 수 있다[13-15]. 

염증에 의한 중요한 지표로써 대두되는 Nuclear factor
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(NF)-κB의 경로는 염증 반응에서 염증성 사이토카인을 분비

하는데 핵심 인자로써 알려져 있다[16]. NF-κB는 Inhibitor-

κB(I-κB)에 결합 된 상태로 세포질에 존재하며, 세포핵 내로

유입될 수 없다[17-19]. 염증 반응이 유도되면, Inhibitor of

kB kinase(IKK)α/β의 인산화가 IκB의 인산화를 유도하여

결합 된 NF-κB가 분리된다[20]. 이 과정에서 분리된 NF-κB

는 세포핵 내로 유입되어 염증 반응을 유도하는 유전자를 전

사하고, Interleukin(IL)-1β, IL-6, TNF-α와 같은 염증성

사이토카인을 분비하게 된다[21-23]. 따라서, 이러한 NF-kB

의 경로는 염증반응의 주요 지표로써 주목되며, IKK 억제를

할 수 있는 면역억제제가 대표적인 치료 약물 중 하나로 알

려져 있다[24]. 

그러나, 현재까지 통용되는 약물치료의 경우 완치가 불가

능하며, 약물 내성에 의한 호전도가 점차 감소함으로써 약물

투입량 증가에 따른 다양한 부작용을 초래할 수 있다[25]. 따

라서 약물치료의 한계를 극복할 수 있는 새로운 대체 수단에

대한 연구가 필요하다.

본 연구에서는, 선행 연구를 통해 항염 및 조직재생에 효과가

있음이 규명된 펄스형 전자기장(Pulsed electromagnetic

fields(PEMF)) 자극을 통해 인간 피부 각질형성세포 HaCaT에

서 염증성 사이토카인의 발현 조절 여부를 통한 항염 효과와

PEMF 자극이 세포 독성에 미치는 여부를 관찰하여 전자기

장 자극의 부작용 여부를 관찰하고자 하였다[26-29]. PEMF

자극 시간이 HaCaT 세포에 미치는 생존율 감소 여부를 확

인하기 위해 CCK-8 assay를 수행하였고[30], 이를 바탕으로

염증성 사이토카인 자극에 의한 염증 인자 발현 억제 효과를

확인하기 위해, 거의 모든 동물세포에서 발견되며 염증 반응

의 척도를 나타내는 NF-κB 경로를 관찰하고자 NF-κB의 인

산화 발현과 IL-1β을 관찰하였다[31-33]. 

연구 결과, PEMF 자극에 의한 세포 생존률과 염증 반응에

의해 나타나는 인산화 된 NF-κB, 및 IL-1β 발현에 대한 유

의한 차이가 나타나 이를 보고하고자 한다.

III. 연구 재료 및 방법

1. 펄스형 전자기장(PEMF) 시스템

인간 피부각질형성 세포인 HaCaT cell에 균일한 자기장

자극을 인가하기 위해 실험 프로토콜에 적합한 펄스형 전자

기장 발생 시스템을 설계하였다(그림 1A). 본 시스템은 총 6

개의 채널을 통해 자기장 발생 코어를 동시에 제어할 수 있

도록 설계되어 PEMF 자극 파라미터를 실험에 맞게 가변할

수 있다. 시스템에서 자기장 발생 코어에 인가되는 전압 및

전류를 단계별로 제어할 수 있으며, PEMF 자극 강도는 최

소 5 mT 부터 50 mT까지 가변 될 수 있도록 설계되었다.

또한, 세포배양기 내부의 온도보다 낮은 온도에서 항시 작동

할 수 있도록 펄스폭 변조가 가능하도록 설계하였다. 이를

통해 각 출력단의 Duty ratio는 10%~50%로 가변할 수 있

으며, 항시 작동 시 발생하는 시스템의 발열 문제를 해결할

수 있다. 6개의 출력단에 연결된 PEMF 발생 코어의 경우,

본 실험에 사용된 60 mm 세포배양 접시의 크기에 맞도록

외경 60 mm의 자기장 발생 코어 6개가 사용되었다(그림

1B). 본 실험에서 적용된 자기장 자극은 선행 연구를 바탕으로

발열 및 생체 내 주파수를 고려하여 30%의 Duty ratio와

30 Hz의 주파수가 적용된 10 mT의 단극성 자극을 적용하였

다(그림 1C).

2. 시약 및 항체

재조합 단백질 TNF-α(210-TA-020/CF)와 IFN-γ(285-IF-

100/CF)는 R&D Systems(Minneapolis, MN, USA)에서

구매하였다. NF-κB(#8242, 1:1000), Phospho-NF-κB (#3033,

1:1000), NF-κB1(#13586, 1:1000), α-Tubulin(#2144, 1:1000),

Phospho-IKKα/β(#2697, 1:1000), IKKβ(#2370, 1:1000),

그림 1. 펄스형 전자기장 통합 시스템 (A) 펄스형 전자기장 제어 시스템, (B) 펄스형 전자기장 발생 코어, (C) 펄스형 전자기장 파라미터

Fig. 1. Pulsed electromagnetic fields integrated system (A) pulsed electromagnetic fields control system, (B) pulsed

electromagnetic fields generating core, (C) pulsed electromagnetic fields parameters
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IKKα(#61294, 1:1000)에 대한 1차 항체는 Cell Signaling

Technology Inc.(Danvers, MA, USA)에서 구매하였고 Rabbit

IgG에 대한 HRP conjugated 2차 항체는 GenDepot

(SA002-500, 1:2500, Katy, TX, USA)에서 구매하여 사용

하였다. Cell lysis 과정에 포함된 Xpert Protease Inhibitor

Cocktail Solution(100X, P3100-001)와 Xpert Phosphatase

Inhibitor Cocktail Solution(P3200-001)은 GenDepot

(Katy, TX, USA)에서 구매하였다.

3. 세포배양

인간 keratinocyte 세포주 HaCaT(300493, CLS Cell

Lines Service, Eppelheim, Germany)을 분양받아서 사용

하였다. 세포는 10% FBS(16000044, Gibco, MA, USA)와 1%

Antibiotics(15140122, Gibco, MA, USA)가 포함된 DMEM

F/12 1:1(12634010, Gibco, MA, USA)를 사용하여 5% CO2,

37℃ 조건에서 배양하였다[34,35]. 세포 계대 배양 단계에서는

0.25% Trypsin-EDTA(25200056, Gibco, MA, USA)를 이

용하여 부착 세포를 부유 상태로 만든 후, 1250 rpm에서 5

분간 원심분리를 통해 세포 Pellet을 만들었다. 세포계수기를

통하여 세포를 1×106 cells/mL로 분주하여 100 mm 크기의

세포배양 접시에 계대 배양하였다.

4. 실험 과정

100 mm 세포배양 접시에 계대 배양한 HaCaT 세포를

PEMF 코어 크기에 맞는 60 mm 세포배양 접시에 옮긴 뒤,

세포 안정화 과정을 거쳤다. 실험 그룹은 대조군인 Control

그룹과 PEMF 자극이 인가되는 PEMF 그룹으로 나뉘었다.

각 그룹은 TNF-α/IFN-γ(10 ng/mL)에 노출된 염증 유도군과

처리되지 않은 대조군으로 나뉘어 총 4개의 그룹을 통해 염

증 유도에 따른 세포의 변화와 PEMF 자극에 의한 염증 인

자 완화 효과를 관찰하고자 하였다. Control, PEMF 그룹

의 염증 유도군은 TNF-α/IFN-γ에 24시간 동안 노출되었으

며, 약물 처리와 동시에 PEMF 자극을 24시간 동안 인가하

였다. 염증 유도 이후, 모든 세포에서 각 그룹 및 처리군에

따라 표적 단백질 분석을 위한 세포 내 단백질을 추출하였다

(그림 2). 

5. 세포 생존율 측정

세포 생존율은 CCK-8 실험법을 사용하여 측정하였다[36].

HaCaT 세포를 96 well plate 각 well에 1×104 cells/mL로

분주하고 24시간 동안 배양하여 세포 안정화를 진행하였다.

그 후, PEMF 자극에 의한 세포 사멸 및 생존율을 분석하

고자 대조군에 48시간 동안 PEMF 자극을 인가하였다. 모

든 세포는 PEMF 자극 시간 동안 5% CO2, 37℃ 조건에서

배양하였다. PEMF 자극 시간이 끝난 후, 각 well에 들어있는

100 μL 배양액에 CCK-8(CK04-01, Dojindo, Kumamoto,

Japan) 10 μL을 첨가하였다. 37℃ 항온 항습 배양기에서 1

시간 배양 후, Microplate reader(SpectraMax ABS Plus,

Molecular Devices, LLC, USA)를 이용하여 450nm에서

O.D값을 각각 3번씩 측정하였다. 

6. 세포의 형태학적 변화에 따른 현미경적 관찰

HaCaT 세포에 TNF-α/IFN-γ(10 ng/mL) 처리와 PEMF

자극에 따른 세포의 형태학적 변화를 관찰하기 위해, 세포를

60 mm 세포배양 접시에 배양하였다. 이후, TNF-α/IFN-γ

처리와 PEMF 자극을 동시에 진행한 뒤, 0시간, 1시간, 3시

간, 6시간 12시간, 24시간, 48시간 동안 진행하여 도립현미

경(Nikon, Tokyo, Japan)으로 400배의 배율에서 세포의 형

태학적 변화를 관찰하였다.

7. Western blots

HaCaT cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM F/12 1:1 배

양액을 사용하여 60mm 세포배양 접시에 1×105 cells/mL

이 되도록 분주한 뒤, 5% CO2, 37℃ 세포 배양기에서 24시

간 배양하여 세포 안정화를 진행하였다[37]. 세포 안정화가

진행된 후, FBS가 첨가되지 않은 DMEM 배양액에 TNF-

α 및 IFN-γ(10 ng/mL)을 희석하여 처리하였고, PEMF 자

극을 동시에 진행하여 5% CO2, 37℃ 조건의 배양기에서 24

그림 2. 전체 실험 과정

Fig. 2. The entire experimental process
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시간 배양하였다. 이후 PBS로 2번 세척한 뒤, RIPA buffer

(89900, Thermo Scientific, MA, USA)를 각 well에 150 μL씩

넣은 후 Cell scraper로 세포를 추출하였다. 멸균된 1.5 mL

Microtube에 떨어진 세포를 옮겨주고 1 mL syringe를 사

용해 homogenize를 진행하였다. 4℃에서 15분간 Cell lysis

진행을 유도하고 4℃, 12500 rpm에서 15분간 원심분리를

통해 단백질만 포함된 상층액으로 분리하였다. 분리된 단백

질을 PierceTM BCA Protein Assay Kits(23225, Thermo

Scientific, MA, USA)를 사용하여 단백질 농도를 측정하였

다. 20μg으로 일정하게 loading 하기 위해 일정한 단백질양

을 5X Sample Buffer(1% bromophenol, 2% SDS, 5% 2-

mercaptoethanol)에 5:1 비율로 혼합하였다. 각각의 단백질

샘플은 95℃에서 5분간 boiling 한 뒤 초저온 냉동고에 저

장하였다. 7.5% SDS-PAGE Gel를 사용하여 100V 조건에

서 1시간 30분 동안 전기영동을 진행한 후 Electrotransfer

system을 사용하여 PVDF membrane에 350 mA로 1시간

30분 동안 transfer를 진행하였고, 5% skim milk를 사용

하여 상온에서 1시간 동안 Blocking 단계를 진행하였다. 1

차 항체는 4℃에서 16시간 동안 shaking incubation을 진

행하였다. 1x TBS-T(Tween-20)을 사용하여 3번 세척 하였

고 2차 항체는 상온에서 1시간 shaking incubation 진행하

였다. 발색을 통해 단백질 발현량을 확인하기 위해 Pico alpha

ECL(DG-WPAL120, Dogenbio, seoul, Korea) Solution을

1:1 비율로 희석하여 사용하였다. Develop 단계는 ChemiDoc

XRS+ Imageing System(Bio-Rad Laboratories, Inc.,

Hercules, CA, USA)를 사용하여 측정하였다.

8. 통계 분석

본 연구의 모든 결과는 GraphPad Prism 5(GraphPad,

San Diego, California, USA)를 통해 분석하였으며, 평균

± 표준편차를 포함하여 표기하였다. 모든 그룹 간의 결과 비교

분석은 One way ANOVA(Tukey’s multiple comparison

test)를 이용하여 대비 검정을 시행하였고, 통계적 유의성은

유의 수준에 따라 각기 표기하였다(*p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001).

III. 연구 결과 및 고찰

1. PEMF 자극에 의한 세포 사멸 분석 결과(CCK-8 assay)

CCK-8 assay를 통해 PEMF 자극에 따른 HaCaT 세포의 생

존율을 분석하였고, 이러한 결과를 가시적으로 나타내기 위

해 형태학적 변화를 동시에 관찰하였다. 세포 사멸 분석에서

는 TNF-α 및 IFN-γ를 처리하지 않았으며, PEMF 자극 유

/무에 의한 차이를 통해 PEMF가 세포에 미치는 생존율 변

화를 분석하고자 하였다. 분석 결과, Control(Non-PEMF)

군의 경우, 배양 0시간부터 48시간까지 측정 시간별 평균

101.48%의 생존율을 유지하였다. 48시간 동안 PEMF 자극

이 인가된 Control + PEMF 군에서는 48시간까지 측정 시

간별 평균 100.72%의 생존율이 유지되었다. 통계 분석 결과,

측정 시간별 세포 생존율에서 두 그룹에 대한 통계적 유의성

이 나타나지 않았다(그림 3A)(p>0.05). 이에 대한 세포의 형

태학적 변화에서도 시간이 경과 함에 따라 세포의 분화가 비

슷한 양상으로 증식되는 것을 관찰할 수 있었다(그림 3B).

이러한 결과를 종합하였을 때, PEMF 자극은 세포의 생존

율에 영향을 미치지 않는 것으로 보여지며, 세포 증식에 대

해 별다른 영향이 나타나지 않는것으로 보여진다. 해당 결과

는 TNF-α/IFN-γ의 염증 유도 과정에서 PEMF 자극이 세

포에 대한 부정적인 영향을 미치는 요인으로써 작용하지 않

을 것으로 사료된다.

2. NF-κB 발현량 및 인산화 분석 결과

염증 유도된 HaCaT 세포에서 PEMF 자극에 대한 NF-

κB 경로의 억제를 관찰하고자 표적 단백질의 발현량을 분석

하였다(그림 4A). TNF-α/IFN-γ 유/무와 PEMF 자극 유/무

에 따른 4가지 군에서 α-Tubulin 발현량 대비 NF-κB의 발

현량을 비교한 결과, 세포질 및 핵 내에 존재하는 NF-κB 총

량의 유의한 차이가 나타나지 않았다(그림 4C)(p>0.05).

TNF-α/IFN-γ 처리된 군에서 공통적인 NF-κB 발현량이 소

폭 증가된 형태로 나타났으나, α-Tubulin 발현량의 농도 의

존적 차이가 주된 요인으로 사료 된다. 하지만, NF-κB 발현

량 차이에 대해 통계적 유의성이 나타나지 않았기 때문에,

그림 3. PEMF 자극에 의한 세포 사멸 평가 (A) CCK-8 분석 결과, (B) HaCaT 세포의 형태학적 관찰 결과

Fig. 3. Evaluation of Cell Death by PEMF Stimulation (A) Results of CCK-8 analysis, (B) morphological results of HaCaT cells
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인산화 발현량 분석에 부정적인 영향을 미친다고 볼 수 없다.

NF-κB 발현량 대비 인산화 발현량을 분석한 결과, TNF-α/

IFN-γ로 염증 유도된 두 가지 군에서 약물 처리되지 않은 군

에 비해 급격한 인산화 증가가 나타났다. 한편, PEMF 자극

이 24시간 동안 이루어진 군에서 인산화된 NF-κB의 발현

량의 유의한 감소를 확인하였다(그림 4B)(*p<0.05). 이러한

결과는 전 염증성 사이토카인에 의해 염증이 유도됨에 따라

세포질 내에 존재하는 NF-κB가 활성화되어 세포핵 내로 유

입된 결과를 나타낸다. 이때, PEMF 자극이 인산화된 NF-

κB의 발현량의 감소를 유도한 결과는 세포핵 내에서 염증성

사이토카인의 전사 과정을 억제한 결과로 사료 된다.

3. IL-1β 발현량 분석 결과

NF-κB 인산화 발현량과 NF-κB 경로에 의한 세포핵 내

에서 전사되는 염증성 사이토카인 중 하나인 IL-1β의 발현

량을 통해 PEMF 자극이 염증 반응에 미치는 영향을 관찰

하고자 하였다. 인산화된 NF-κB의 발현량에 비해, TNF-α/

IFN-γ로 염증이 유도되지 않은 군 모두에서 IL-1β가 발견되

지 않았다(그림 5A). 반면, 염증 유도가 이루어진 군에서는

모두 IL-1β의 발현이 관찰되었는데, 24시간 동안 PEMF 자

극이 인가된 그룹에서 대조군보다 α-Tubulin 발현량 대비

IL-1β의 농도가 약 54% 감소한 결과가 관찰되었다(그림

5B)(***p<0.001). 이러한 결과는 인산화된 NF-κB의 발현량

그림 4. NF-κB 발현량 및 인산화 분석 결과 (A) Western blot 결과, (B) 인산화된 NF-κB 발현량 통계 분석 결과, (C) NF-κB 발현량 통

계 분석 결과

Fig. 4. Results of NF-κB Expression and Phosphorylation Analysis (A) Western blot results, (B) Statistical Analysis of

Phosphorylated NF-κB Expression, (C) Statistical Analysis of NF-κB Expression

그림 5. IL-1β 발현량 분석 결과 (A) Western blot 결과, (B) IL-1β 발현량 통계 분석 결과

Fig. 5. IL-1β expression level analysis results (A) Western blot results, (B) Statistical Analysis Results of IL-1β Expression
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결과가 나타내듯, 세포질 내에 존재하는 NF-κB가 IκB의 결

합으로부터 활성화되어 핵 내로 유입된 결과를 시사하며,

PEMF 자극이 NF-κB의 경로를 저해함으로써 친 염증성 유

전자의 발현을 억제하고, 그로 인해 생성되는 염증성 사이토

카인의 발현을 억제시키는 것으로 사료 된다.

IV. 결 론

본 연구에서는 전 염증성 사이토카인인 TNF-α와 IFN-γ에

의해 유도된 인간의 각질형성세포인 HaCaT 세포에서

PEMF 자극에 의한 세포 사멸 및 형태학적 영향성을 관찰

하고, PEMF 자극이 NF-κB의 경로를 저해시킬 수 있는지

여부를 확인하고자 하였다. 연구 결과, 0~48시간까지 HaCaT

세포의 증식을 억제하거나 세포 사멸을 일으키지 않는 결과

가 관찰되어 세포의 형태학적 측면에서 부정적인 영향을 미

치지 않는 결론을 얻을 수 있었다. 결론적으로, PEMF 자극은

본 실험에서 관찰한 48시간까지의 자극 범위에서는 세포에

부작용을 야기하지 않았다. 또한, NF-κB 경로에 대해 관찰

된 결과를 종합하였을 때, α-Tubulin 발현량의 농도 의존적

차이로 인한 NF-κB 발현량의 차이가 주된 요인으로 나타났

으며, 관찰된 NF-κB 농도에 PEMF 자극이 직접적인 요인

으로 작용했다고 볼 수 없다. 그 결과, NF-κB 발현량 대비

인산화된 NF-κB 발현량의 차이가 PEMF 자극에 의해 유

의한 감소를 나타내었으므로, NF-κB가 IκB의 결합으로부터

분리되어 핵 내로 유입된 결과를 시사함을 알 수 있었다[38-

40]. 이를 뒷받침 하는 증거로써, 핵 내에 전사된 유전자를

통해 발현되는 염증성 사이토카인인 IL-1β의 농도를 관찰하

였다. IL-1β의 발현량은 PEMF 자극에 의해 약 54%의 감

소율을 보이며, 통계적으로 유의한 결과를 나타내었다. 모든

결과를 종합하였을 때, PEMF 자극은 0~48시간까지 HaCaT

세포에 부정적인 영향을 미치지 않고, NF-κB의 경로를 저

해함으로써 염증성 사이토카인의 발현을 억제시킬 수 있다고

보여진다. 그러나, 본 연구에서 PEMF 자극에 의해 IκB의

인산화 결과로 나타나는 NF-κB의 활성화를 관찰한 것이 아

니기 때문에, PEMF 자극이 NF-κB의 모든 경로에 영향을

준다고 결론지을 수 없다. 차후 연구에서는 PEMF 자극이

NF-κB 경로에 미치는 영향을 자세히 밝혀내기 위해 IκB의

인산화 발현량 분석과 IKKα, IKKβ, 및 인산화된 IKKα/β의 변

화를 통해 NF-κB의 기전을 관찰할 필요가 있다.
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