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요 약: 본 연구는 인간 각질형성 세포주를 이용하여 피부 표면의 산성화를 조절하는 물질을 발굴하고, 이를 

통해 각질층의 보습 능력 및 피부 장벽 기능에 미치는 영향을 조사하기 위해 수행되었다. 꿀풀은 아프리카 북서부 

및 북미에 널리 분포하는 허브 중 하나로 세포사멸, 항산화 및 항염에 대한 효능이 연구되어 왔다. 하지만 NHE1의 

발현 조절 및 피부 장벽기능 회복에 대한 연구는 진행되지 않았다. 꿀풀의 피부 pH 조절 효과를 확인하기 위하여 

꿀풀의 활성 성분 분석 결과 로즈마린산과 카페인산이 검출되었다. 꿀풀과 이것으로부터 검출된 성분인 카페인산

은 인간 각질형성 세포주인 HaCaT 세포에 고농도(100 μg/mL 또는 100 μM)를 처리한 결과 독성을 보이지 

않았다. 노화된 피부에서는 각질층의 산성 pH를 유지하기 위한 나트륨-수소 이온 교환 펌프(NHE1)의 발현 

감소가 나타나는 것으로 알려져 있으며, 이러한 이유로 노화 피부에서 나타나는 피부 장벽 기능 회복의 저하에 

중요한 원인으로 작용할 것으로 추측된다. 꿀풀 추출물 및 카페인산은 각질형성 세포에서 NHE1의 발현을 증가시

켰으며, 자연 보습 인자 전구체인 필라그린과 세라마이드 합성 효소인 serine plmitoyl transferase (SPT)의 

발현을 증가시켰다. 또한, 직접적인 pH 조절 효과를 확인하기 위해 각질형성 세포 내/외 pH 수치를 측정한 

결과 꿀풀과 카페인산은 세포 외부 pH를 감소시켰다. 위 결과들을 종합해 볼 때, 꿀풀과 카페인산은 NHE1 

조절을 통해 피부 pH를 조절할 수 있고, 자연 보습 인자(NMF)와 세라마이드 합성을 증가시켜 피부 장벽 기능 

회복을 도울 수 있을 것으로 추측된다. 이러한 결과는 꿀풀과 카페인산이 피부 건강에 긍정적인 영향을 미칠 

수 있다는 가능성을 보여주며, 이를 활용한 새로운 피부 보호 제품 개발에 대한 토대가 될 수 있다. 

Abstract: This study was conducted to discover substances that regulate skin surface acidification using human epidermal 

keratinocyte cell lines, and to investigate their effects on the moisturizing ability and skin barrier function of the stratum 

corneum. Prunella vulgaris (P. vulgaris) is an herb widely distributed in Northwest Africa and North America that has 

been studied for its anti-apoptotic, antioxidant, and anti-inflammatory effects. However, research on the regulation of NHE1 

expression and the restoration of skin barrier function has not been conducted. Analysis of P. vulgaris revealed the presence 
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of rosmarinic acid and caffeic acid as active ingredients, which were tested for toxicity in human epidermal keratinocyte 

cell lines (HaCaT), and showed no toxic effects were observed at high concentarion (100 μg/mL or 100 μM). It is known 

that sodium-hydrogen ion exchange pumps (NHE1) decrease in expression in aging skin to maintain the acidic pH of 

the stratum corneum, and it is hypothesized that this decrease plays an important role in the impaired restoration of skin 

barrier function in aging skin. P. vulgaris extract and caffeic acid increased the expression of NHE1 in keratinocytes, 

increased the expression of natural moisturizing factor (NMF) precursor filaggrin and ceramide synthesis enzyme serine 

palmitoyl transferase (SPT). In addition, P. vulgaris and caffeic acid decreased the extracellular pH of keratinocytes, 

indicating a direct effect on skin pH regulation. Taken together, these results suggest that P. vulgaris and caffeic acid 

can regulate skin pH through NHE1 modulation, and may help to restore skin barrier function by increasing NMF and 

ceramide synthesis. These results show the possibility that honeysuckle and caffeic acid can have a positive effect on 

skin health, and can be the basis for the development of new skin protection products using them. 

Keywords: skin pH, Na
+

/H
+

 exchanger 1 (NHE1), filaggrin, serine palmitoyl transferase (SPT), Prunella vulgaris, caffeic acid

1. 서  론 

피부 표면은 산성 pH를 가지며 각질층에 수반되는 pH 

구배는 정상적인 피부상태에 매우 중요하며 피부에 상주

하는 피부 미생물들을 제어하고 지질의 구조형성이나 장

벽의 항상성 같은 중요한 생리학적 과정을 지원한다[1,2]. 

피부의 산성 표면 pH와 pH의 구배는 피부 건강 유지에 매

우 중요하다. 각질층의 pH 변화는 피부 장벽의 기능적 이

상을 초래한다. 각질층 pH의 증가는 아토피성 습진, 건선, 

여드름, 건조한피부를 포함한 염증성 피부질환을 발병시킬 

수 있다[3-5]. 따라서 이러한 경우 피부 pH를 낮추는 전략

적 치료가 사용되고 있다.

피부 장벽은 기능성 막 이중층으로 조직화된 각질층으

로 구성되어 있다[6]. 피부 장벽에서 가장 중요한 지질 성

분은 스핑고신 유도체와 지방산 유도체가 결합된 세라마

이드이다. 세라마이드는 serine palmitoyltransferase (SPT) 

활성에 의해 세라마이드 생합성을 증가시켜 피부 장벽 기

능을 강화시킬 수 있다[7,8]. 세포 매트릭스 지질 처리에 

관여하는 지질 가수분해효소인 β-glucocerebrosidase 및 

acid sphingomyelinase는 세포 외 산도에 의해 활성화되지

만 pH가 증가함에 따라 비활성화되어 투과성 장벽 항상

성을 손상시킨다[9]. 각질층 pH의 중요성은 온전한 피부

가 알칼리성 pH에 노출될 때 각질층이 중화되어 장벽 기

능이 악화되고 투과성 장벽 회복 지연 및 각질층 응집력 

감소로 이어진다[10]. 세린 프로테아제, 특히 중성 pH 최

적성을 나타내는 각질층 트립신 효소 및 각질층 키모트립

신 효소는 desmoglein-1 (DSG1), desmocollin-1 (DSC1) 및 

corneodesmosin (CDSN)과 같은 각질 데스모솜의 세포 외 

단백질 구조를 분해한다[11,12]. 따라서 상승된 pH는 지질 

처리 효소를 억제하고 세린 프로테아제를 활성화하여 각

질세포 장벽 기능과 응집력을 손상시키게 된다. 각질층의 

산성화는 한 가지 요인에 의존하지 않고, 내인성 및 외인

성 메커니즘 모두에 의해 조절된다. 피부 표면의 pH에 영

향을 미치는 외인성 요인으로는 피지 중의 지방산, 땀에서

의 젖산, 각질층의 아미노산, 우로카닌산(UCA) 등이 알려

져 있다[13,14]. 대표적인 외인성 요인으로 땀에서 발생하

고 표피 대사 과정에서 발생하는 젖산과 피지 중에 있는 

지방산이 피부로 확산되어 주로 표면층을 산성화시킨다

[15]. 필라그린은 이어서 우로카닌산(UCA) 및 피롤리돈 카

르복실산(PCA)을 포함하는 흡습성 아미노산으로 분해되며, 

UCA와 PCA는 각질층의 수분 공급에 기여하고 pH를 조절

하는 피부의 천연 보습 인자(natural moisturizing factor, 

NMF)의 구성 요소로 작용한다[16]. pH를 조절하는 외인성 

메커니즘뿐만 아니라, 각질층의 pH를 조절하는 내인성 인

자로서 secretory phospholiphase A2 (sPLA2)와 세포막의 나

트륨-수소 이온 교환 펌프 (sodium-hydrogen exchanger 1, 

NHE1)가 알려져 있다. 피부의 장벽기능은 나이가 들면서 

감소하고 피부는 각질층 수분함유량 감소와 표면 pH 상승

을 나타낸다 [17]. 피부 pH는 연령에 따라 차이를 보여 젊

은 사람에 비해 노인에서 각질층의 pH가 높아 중성 환경

에 가까워진다고 알려져 있다[18]. 노화피부에서는 각질층

의 산성 pH를 유지하기 위해 결정적인 역할을 수행하는 

NHE1의 발현 감소가 나타난다고 알려져 있는데, 이러한 

이유로 각질층-과립층 사이의 산성 pH 유지 능력이 저하

되는 것이 노화 피부에서 나타나는 피부 장벽 기능 회복의 

저하에 중요한 원인으로 작용할 것이라 생각된다. 노화와 

같은 내인성 요인에 의한 NHE1의 기능 감소는 약산성 피

부 상태를 유지하지 못하고 알칼리화 상태의 피부로 만들
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어 유해 물질과 세균의 침투와 증식에 대한 방어 기능을 

감소시킬 수 있다[3]. 

꿀풀(Prunella vulgaris (P. vulgaris))은 유럽, 아시아, 아

프리카 북서부 및 북미에 널리 분포된 약 15 종의 허브로 

알려져 있다[19,20]. 꿀풀은 항에스트로겐 활성을 나타내

는 것으로 밝혀졌으며[21] 종양세포의 세포사멸과 항산화

를 통해 항암효과를 나타내는 것으로 밝혀졌다[22,23]. 꿀

풀의 주요 성분으로는 카페인산, 로즈마린산, 케르세틴 및 

루틴과 같은 페놀류가 풍부하며 이러한 총 페놀들은 다양

한 메커니즘을 통해 항염, 항산화, 항암에 대한 활성을 나

타낸다[24-26]. 꿀풀의 NHE1 발현 조절에 대한 연구는 알

려진 바 없지만, 꿀풀의 함유 화합물 중 하나인 로즈마린

산이 NHE1 발현을 조절하여 피부 pH를 조절할 수 있다

는 연구 결과가 있다[27]. 이에 근거하여, 본 연구는 로즈

마린산을 함유한 꿀풀과 이것으로부터 분리된 또 다른 성

분인 카페인산이 '각질형성 세포에서 NHE1 발현 조절을 

통해 피부 pH를 산성화시키고 이로 인해 피부 방어 기능

을 강화시킬 수 있다' 라는 가설을 세우고 이를 밝히기 위

해 수행되었다.

2. 재료 및 방법

2.1. 꿀풀 추출

본 실험에 사용한 꿀풀(Prunella vulgaris, (P. vulgaris))은 

경동시장의 약재상(Korea)에서 국내산 건초를 구입하여 재

료로 사용하였다. 건조된 꿀풀 200 g을 95% 에탄올(EtOH) 2 

L에 48 h 동안 실온에서 추출하였다. 추출용액을 filterpaper 

(Whatman No.1)로 여과하였고, 얻어진 여액을 감압 농축하

여 에탄올 추출물을 얻어 각 실험에 사용하였다. 

2.2. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

분석 

Agilent 1260 Series HPLC system/DAD를 이용하여 HPLC 

분석을 수행하였다. 고정상은 역상 컬럼 YMC triart C18 

(4.6 × 150 mm, 3 µm)을 사용하였다. 분석시료는 10 µL 주

입하며, 컬럼의 온도는 25 ℃를 유지하였다. 이동상은 아

세토니트릴 (A) 및 물 (B) 혼합용액을 기본으로 하며, 유속

은 0.7 mL/min으로 하여 5% A 및 95% B의 조성으로 시작

하여 용출 용매 B의 부피를 점차적으로 감소시키는 

gradient solvent system으로 전개하였다. 검출 파장을 최적

화하기 위하여 215 nm, 254 nm, 280 nm, 365 nm의 UV 파

장을 적용한 크로마토그램을 비교하며, 가장 높은 감도를 

보인 파장을 최적 검출 파장인 280 nm를 선정하였다. 

HPLC 조건은 Table 1에 정리하였다.

2.3. 세포배양

각질형성 세포주인 HaCaT 세포는 AddexBio (Catalog 

No. T0020001, USA)에서 구매하여 사용하였다. 각질형성 

세포는 10% fetal bovine serum (FBS, Hyclone, USA)와 1% 

penicillin/streptomycin (10,000 Upen/mL, 10,000 µg strep/mL) 

(Invitirogen, USA)을 첨가한 Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM, Hyclone, USA) 배지를 이용하여 37 ℃, 

5% CO2 조건의 배양기에서 배양하였다. 세포는 배양접시 

면적의 80%의 confluency를 가지도록 2 ∼ 3 일 간격으로 

계대 배양을 시행하고, passage 15 ∼ 20에 해당하는 세포

를 실험에 사용하였다.

2.4. 세포 생존능 측정

각질형성 세포는 96 wall plate에 2 × 104 cells/well 밀도

로 분주하여 24 h 동안 DMEM 배지에서 배양하였고, 이후 

꿀풀 추출물(P. vulgaris) 및 카페인산을 농도별로 세포에 

처리하여 37 ℃, 5% CO2 조건의 배양기에서 24 h 동안 배

양하였다. 배양이 끝난 후 Ez-cytox (DogenBio, Korea)를 배

지에 첨가하여 다기능 마이크로플레이트 리더기로 450 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 세포의 생존율은 (시료 처리군

의 흡광도 / 무처리군의 흡광도) × 100으로 계산하였다.

HPLC condition 

- Agilent Infinity 1260 series HPLC-DAD system

- Column : YMC Hydrosphere C18 

           (4.6 × 150 mm, 3 µm)

- Column temperature : 25 ℃

- Injection volume : 10 µL

- Flow rate : 0.7 mL/min

- Mobile phase : Gradient system

              (A) 0.1% FA in Acetonitrile

              (B) 0.1% FA in Water

Time (min) Solvent A (%) Solvent B (B)

0 5 95

3 5 95

23 95 5

28 95 5

30 5 95

Table 1. Condition of HPLC Analysis
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2.5. RNA 추출, cDNA 합성 및 Real-time PCR

각질형성 세포를 6 wall plate에 5 × 105 cells/well 밀도로 

분주하여 24 h 동안 DMEM 배지에서 배양하였고, 24 h 후 

꿀풀 추출물(P. vulgaris)및 카페인산을 처리하여 24 h 배양

하였다. Total RNA는 Qiagen RNeasy Mini kit (Qiagen, 

Germany)를 이용하여 제조자가 제시한 방법대로 수행하여 

얻었다. 토탈 RNA 농도는 1 ug으로 보정하고 cDNA synthesis 

Kit (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo 

Scientific, USA)을 이용하여 cDNA를 합성한 뒤 실험에 사

용하였다. 합성한 cDNA로부터 NHE1, Fliaggrin, SPT, β

-actin의 발현 양을 확인하기 위하여 RT-PCR을 실시하였

다. Real-time PCR은 SYBR Green (Power SYBR Green PCR 

Master Mix, Applied Biosystems, USA)을 사용하여 7500 

Real-time PCR 시스템(Applied Biosystems)으로 분석하였다. 

Real-time PCR에 사용된 프라이머는 Table 2에 정리하였다. 

2.6. Western Blot

각질형성 세포는 6 wall plate에 5 × 105 cells/well 밀도로 

분주한 후 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하고, 24 h 후에 꿀

풀 추출물(P. vulgaris)과 카페인산을 농도별로 처리하여 24 

h 배양하였다. 배양 후 1 X RIPA buffer (Tech&innovation, 

Korea)를 이용하여 단백질을 추출하였다. 추출한 단백질을 

Bicinchoninic acid (BCA, Sigma, St. Louis, USA) 정량법을 

이용하여 토탈 단백질을 정량한 후 10% sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel을 이용하여 분리하였고, 분리된 

단백질을 PVDF membrane (Immobilon-P membrane, Merck 

Millipore, Germany)에 이동시켰다. 실험에 사용된 1 차 항

체는 NHE1 (1 : 1000, Santacruz, #SC-136239), Filaggrin (1 : 

1000, Biolegend, #PRB-417P), GAPDH (1 : 3000, cell 

signaling, #2118)를 사용하였다. 밴드는 LAS-4000 (General 

Electric ImageQuant LAS 4000 Biomolecular Imager, GE 

Healthcare, USA)를 이용해 측정하였고, 밴드의 강도는 

Image J 프로그램을 이용하여 각각 밴드를 GAPDH로 나누

어 평가하였다.

2.7. 세포 내/외 pH 측정

각질형성 세포는 6 wall plate에 5 × 105 cells/well의 밀도

로 분주한 후 37 ℃, 5% CO2 조건에서 배양하고, 꿀풀 추

출물(P. vulgaris)과 카페인산을 농도별로 처리하여 48 h동

안 배양하였다. 배양 후 각질형성 세포의 세포 내 pH는 

pHrodo™ Green AM Intracellular pH Indicator (ThermoFisher 

Scientific, MA, USA)를 사용하여 측정하여 세포 내 pH를 

측정하였다. 또한, 세포 외 pH에 미치는 영향을 확인하기 

위하여 각질형성세포에 꿀풀 추출물(P. vulgaris)과 카페인

산을 농도별로 48 h 동안 처리하여 배양한 후 Thermo 

Fisher-Orion™ 3-Star Benchtop pH Meter (ThermoFisher 

Scientific)를 이용하여 세포 외 pH를 측정하여 평가하였다.

2.8. 통계처리 

본 연구에서 시행된 실험은 세포주마다 총 3 회 수행되

었고, 데이터의 통계적 유의성 검정은 student’s t-test로 시

행되었다. 결과값은 mean ± standard deviation (SD)으로 표

시하였고 p 값이 0.05 미만인 경우를 통계적으로 유의성이 

있는 것으로 판단하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 꿀풀 추출물의 HPCL 패턴 분석

꿀풀(P. vulgaris) 95% EtOH 추출물의 HPLC 크로마토그

램에서 주요 피크 4 종을 선정하여 피크의 UV 스펙트럼 

Gene Sequence Genebank Accession Size (bp)

NHE1-F 5′-GCCCTGTTAATCATTCCGTC-3′
NM_003047.5 149

NHE1-R 5′-CACATGGAAACCTATCTTCATGAG-3′

Filaggrin-F 5′-GGCACTGAAAGGCAAAAAGG-3′
M24355 90

Filaggrin-R 5′-AAACCCGGATTCACCATAATCA-3′

SPT-F 5′-TGGTCACGGTGGAACAAACA-3′
AH010598.2 318

SPT-R 5′-GCCTGGGCTACCTCCTTGA-3′

β-actin-F 5′-CACTCTTCCAGCCTTCCTTCC-3′
M28424.1 112

β-actin-R 5′-GTGTTGGCGTACAGGTCTTTG-3′

Table 2. Primer Sequence
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및 피크 유지시간을 비교하였고, 추출물 내 화합물 존재 

유무를 판정하였다(Figure 1A). 그 결과 카페인산 및 로즈

마린산 피크가 검출되었다(Figure 1B). 

3.2. 꿀풀 추출물과 카페인산의 각질형성세포에서 세포 

생존능 분석

꿀풀 추출물(P. vulgaris)과 카페인산의 세포 생존능을 

확인하기 위하여 HaCaT 세포에 꿀풀 추출물 및 카페인산

을 농도별(1, 3, 10, 30, 100 µg/mL 또는 1, 3, 10, 30, 100 

µM)로 처리한 후 Ez-cytox로 세포 생존능을 분석하였다. 

꿀풀 추출물과 카페인산의 고농도(100 µg/mL 또는 100 

µM)에서 무처리군 대비 90% 이상의 생존율을 나타내어 

세포 독성이 없음을 확인하였다(Figure 2).

3.3. 꿀풀 추출물과 카페인산의 각질형성세포에서 NHE1 

발현 조절 효과 분석

NHE1은 피부 pH를 조절하는 매우 중요한 내인성 인자

로서 각질에서 NHE1의 발현 감소는 피부 표면 pH를 증가

시키고 피부 수화를 감소시킨다. 꿀풀 추출물과 카페인산

이 pH를 조절하는데 중요한 역할을 하는 NHE1의 발현 조

절에 미치는 영향을 확인하기 위하여 HaCaT 세포에 시료

를 농도별로 처리하여 NHE1의 mRNA 발현과 단백질 발

현을 평가하였다. Real-time PCR 결과, 꿀풀 추출물(P. 

vulgaris) 처리군의 NHE1 mRNA 발현이 각각 무처리군 대

Figure 2. Cell viability of P. vulgaris extract (A) and caffeic acid (B) in HaCaT cells. The percent cell viability was calculated relative

to the nontreated cells. Each bar presented as mean ± SD (N = 3). PVE: P. vulgaris extract. 

Figure 1. HPLC analysis of Prunella vulgaris extract. HPLC chromatograms of P. vulgaris extract (A) and caffeic acid standard 

sample (B). HPLC chromatograms of P. vulgaris extract was performed using LC/MS at 280 nm. 
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비 3 µg/mL 농도에서 112%, 10 µg/mL 농도에서 150%로 

증가 되었고(Figure 3A), 카페인산은 각각 무처리군 대비 1 

µM 농도에서 110%, 3 µM 농도에서 146%, 10 µM 농도에

서 155%로 증가 되었다(Figure 3C). NHE1 단백질 발현 또

한 무처리군 대비 꿀풀 추출물은 30 µg/mL 농도에서 약 

2.5 배 증가 되었고(Figure 3B), 카페인산 또한 30 µM 농도

에서 약 1.8 배 증가 되었다(Figure 3D). 이 결과로 꿀풀과 

카페인산이 NHE1의 mRNA 수준과 단백질 수준을 증가시

켜 피부 각질층의 pH를 조절할 수 있을 것으로 사료된다. 

3.4. 꿀풀 추출물과 카페인산의 각질형성세포에서 Filaggrin 

발현 조절 효과 분석

필라그린은 NMF 전구체로 피부 보습 기능에 중요하고, 

UCA, PCA로 분해되어 pH를 조절하는 중요한 구성요소이

다. 꿀풀 추출물(P. vulgaris)과 카페인산이 필라그린 발현

에 미치는 영향을 확인하기 위하여 HaCaT 세포에 시료를 

농도별로 처리하여 필라그린의 mRNA 발현과 단백질 발현

을 평가하였다. Real-time PCR 결과, 꿀풀 추출물 처리군의 

필라그린 mRNA 발현이 각각 무처리군 대비 1 µg/mL 농

도에서 145%, 3 µg/mL 농도에서 189%, 10 µg/mL 농도에

서 221%로 증가 되었고(Figure 4A), 카페인산은 각각 무처

리군 대비 3 µM 농도에서 151%, 10 µM 농도에서 182%로 

증가 되었다(Figure 4C). 필라그린 단백질 발현 또한 30 

µg/mL 꿀출 추출물 처리군에서 무처리군 대비 약 1.5 배 

증가 되었고 (Figure 4B), 30 µM 카페인산 처리군에서 무

처리군 대비 약 1.9 배 증가 되었다(Figure 4D). 이 결과로 

꿀풀과 카페인산이 필라그린의 mRNA 수준과 단백질 수준

을 증가시켜 피부 보습 및 pH 조절에 영향이 있을 것으로 

사료된다. 

3.5. 꿀풀 추출물과 카페인산의 세라마이드 생합성 조절 

효소 (SPT) mRNA 발현 분석

Serine palmitoyl transferase (SPT)는 피부 장벽을 구성하

는 주요 요소인 세라마이드를 생합성하는 데 사용되는 효

Figure 3. The regulatory effect of P. vulgaris extract (A,B) and caffeic acid (C,D) on NHE1 mRNA expression and protein expression.

Real-time PCR analysis of NHE1 mRNA expression in HaCaT cells treated P. vulgaris and caffeic acid. The intensity of SPT were 

normalized to the band of GAPDH. NHE1 protein levels were measured in HaCaT cells by western blot. The band densities were 

calculated using Image J software and normalized to the protein content of GAPDH. Each bar presented as mean ± SD (N = 3). *p < 0.05

vs. control (CON). PVE: P. vulgaris extract. 
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소이다. 꿀풀 추출물과 카페인산이 SPT mRNA 발현에 미

치는 영향을 확인하기 위하여 HaCaT 세포에서 시료를 처

리한 후 real-time PCR을 진행하였다. 그 결과, 꿀풀 추출물

(P. vulgaris) 처리군의 SPT mRNA 발현이 무처리군 대비 

각각 3 µg/mL 농도에서 168%, 10 µg/mL 농도에서 177%로 

증가 되었고(Figure 5A), 카페인산 10 µM 처리군은 무처리

Figure 4. The regulatory effect of P. vulgaris extract (A,B) and caffeic acid (C,D) on filaggrin mRNA expression and protein 

expression. Real-time PCR analysis of filaggrin mRNA expression in HaCaT cells treated P. vulgaris and caffeic acid. The intensity of

Filaggrin were normalized to the band of GAPDH. Filaggrin protein levels were measured in HaCaT cells by western blot. The band

densities were calculated using Image J software and normalized to the protein content of GAPDH. Each bar presented as mean ± SD

(N = 3). 
*p < 0.05 vs. control (CON). PVE: P. vulgaris extract. 

Figure 5. Promoting effect of mRNA expression by P. vulgaris extract (A) and caffeic acid (B). Real-time PCR analysis of SPT 

mRNA expression in HaCaT cells treated P. vulgaris and caffeic acid. Each bar presented as mean ± SD (N = 3). 
*p < 0.05 vs. 

control (CON). PVE: P. vulgaris extract. 
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군 대비 154%로 증가 되었다 (Figure 5B). 이 결과로 꿀풀

과 카페인산이 SPT의 mRNA 발현을 증가시켜 세라마이드

의 생합성을 유도할 수 있을 것으로 사료된다. 

3.6. 꿀풀 추출물과 카페인산의 각질형성세포 세포내/

세포외 pH 조절 효과 분석

각질형성 세포 내/외 pH 변화는 건강한 피부 장벽기능

을 구성하는데 있어 매우 중요한 요인이다. 꿀풀 추출물(P. 

vulgaris)과 카페인산이 NHE1, 필라그린, SPT의 발현을 증

가시켰고, 그로 인해 세포 내/세포 외 pH에 미치는 영향을 

확인하기 위하여 꿀풀 추출물과 카페인산을 처리하여 세

포 내/외 pH를 측정하였다. pH 측정 결과 꿀풀 추출물 10 

µg/mL 농도에서 무처리군 대비 세포 내 pH가 0.2 증가 되

었고(Figure 6A), 세포 외 pH 수치는 무처리군 대비 0.2 감

소하여 낮은 pH를 나타내었다 (Figure 6B). 카페인산 처리 

군 또한 무처리군 대비 세포 내 pH 수치는 0.13 증가 되었

고(Figure 6C), 세포 외 pH 수치는 0.3 감소 되었다(Figure 

6D). 이 결과로 각질형성 세포에서 측정한 낮은 세포 외 

pH 수치는 피부 각질층의 항상성을 유지할 수 있을 것으

로 사료된다. 

4. 결  론

각질층의 산성 pH를 조절하는 대표적인 요인으로 필라

그린-히스티딘-우로카닌산 경로, secretory phospholiphase A2 

(sPLA2)에 의한 유리 지방산 가수분해경로, 멜라닌 함유 

과립의 분출 및 NHE1의 활성화 등이 있다[14,28-30]. 피부 

pH를 조절하는 다양한 요인들 중, 우리는 직접적인 피부의 

pH 농도구배 조절을 통한 피부 장벽기능 회복에 대해 연구

하기 위해 NHE1을 조절하는 물질을 발굴하고, NHE1 조절

이 피부 표면의 약산성화에 기여함과 동시에 각질층의 보

습 능력 및 피부 장벽 기능에 어떻게 관여하는지에 대한 

연구를 진행하였다. 꿀풀 추출물(P. vulgaris)은 항산화, 종

양세포의 세포사멸, 항염 등의 효능에 대한 연구가 보고되

었다. 하지만, 피부 pH 조절 및 장벽기능 회복에 대한 연구

는 전혀 진행되어 있지 않다. 꿀풀 HPLC 분석 결과, 꿀풀 

에탄올 추출물에서 로즈마린산 및 카페인산이 검출되었다. 

꿀풀 추출물(P. vulgaris)과 카페인산 모두 각질형성 세포주

인 HaCaT 세포에서 고농도(100 µg/mL 또는 100 µM) 처리 

결과 독성을 보이지 않았다. 노화된 피부에서는 각질층의 

산성 pH를 유지하기 위해 결정적인 역할을 수행하는 

NHE1의 발현 감소가 나타난다고 알려져 있는데, 이러한 

Figure 6. Intra/extracellular pH control effect of P. vulgaris extract (A,B) and Caffeic acid (C,D). P. vulgaris and caffeic acid were 

treated in HaCaT cells, and after 0 h and 48 h culture, intracellular/extracellular pH was measured. Each error bar presented as mean

± SD (N = 3). *p < 0.05 vs. control (CON). PVE: P. vulgaris extract, CA: caffeic acid. 
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이유로 각질층-과립층 사이의 산성 pH 유지 능력이 저하되

는 것이 노화 피부에서 나타나는 피부 장벽 기능 회복의 저

하에 중요한 원인으로 작용할 것으로 사료된다. NHE1 발현 

조절 실험 결과, 꿀풀 추출물(P. vulgaris)과 카페인산 모두 

무처리군 대비 NHE1의 발현량이 증가되었다. 보습 기능에

는 자연 보습 인자(NMF)가, 장벽기능은 세라마이드가 중

요한 역할을 하기 때문에, 꿀풀 추출물과 카페인산이 NMF

의 전구체인 필라그린 및 세라마이드 합성 효소인 serine 

palmitoyl transferase (SPT)의 발현을 조절하는지 확인하였

다. 그 결과 꿀풀 추출물(P. vulgaris)과 카페인산은 필라그

린의 발현량이 증가되었고, 세라마이드 합성 효소인 SPT의 

발현이 증가되었다. 즉 꿀풀과 카페인산은 NHE1을 증가시

켜 pH를 조절할 수 있고, 자연 보습 인자 전구체인 필라그

린과 세라마이드 합성효소인 SPT의 발현을 증가시켜 피부 

장벽기능의 회복을 도울 수 있을 것으로 사료된다. 꿀풀 추

출물(P. vulgaris)과 카페인산의 NHE1 발현 증가가 pH 조절

에 직접적인 영향을 미치는지 확인하기 위해 각질형성 세

포에 처리하여 세포 내/외 pH를 측정하였다. 그 결과 꿀풀 

추출물(P. vulgaris)과 카페인산 모두 무처리군 대비 세포 

내 pH는 증가되었고 세포 외 pH를 감소시켰다. 즉 꿀풀 추

출물(P. vulgaris)과 카페인산은 NHE1의 발현 증가를 통해 

세포 외 기질의 pH를 낮춤으로써 피부 표면을 약산성화 시

킬 수 있을 것으로 추정된다. 따라서, 세포실험을 통해 증

명된 꿀풀과 카페인산의 NHE1 발현 증가 효과가 직접적으

로 피부 pH를 조절하여 피부 장벽회복에 도움이 되는지 임

상을 통해 검증 되어야 할 필요가 있다. 또한, 필라그린-히

스티딘-우로카닌산 경로, sPLA2에 의한 유리 지방산 가수

분해경로 및 멜라닌 함유 과립분비 등 피부 pH 조절하는 

더 많은 요인들에 대해 추가 연구가 필요하다.

피부에서의 pH 조절은 건강한 피부를 결정하는데 매우 

중요하다. 꿀풀과 카페인산은 각질형성 세포 내에서 발현

되는 pH 조절인자인 NHE1의 활성을 높임으로써 보다 본

질적이고, 지속적으로 피부 pH를 약산성으로 유지시키며, 

pH 조절뿐만 아니라, 수분함유량 및 지질 합성의 조절을 

통해 노화나 외부요인에 의한 피부 장벽기능의 저하를 개

선하는 데 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다. 
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