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미세먼지 PM10으로 손상을 유도한 각질형성세포에서
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ABSTRACT

Objectives : Fine dust caused by environmental pollution cause oxidative damage and skin aging. In this study, The 

possibility of using the Codium fragile extract (CFE) as an anti-aging product for skin improvement was evaluated by 

confirming the protective effect of skin cells from PM10 (particulate matter 10) through inhibition of ROS and MMPs.

Methods : In this study, elastase and collagenase inhibitory activities were evaluated. Cell viability was evaluated by 

treating keratinocytes (HaCaT cell line) with CFE at various concentrations. The cytoprotective effect from PM10 in 

keratinocyteswas evaluated using the 3-[4,5-dimethylthiazol]-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide (MTT) assay. 

ROS (reactive oxygen species) was measured in keratinocytes damaged by PM10 using DCF-DA (2′,7′-dichlorofluorescin 

diacetate) fluorescence staining. As an anti-aging effect of CFE, MMP-1 (matrix metalloproteinase-1) and MMP-1 

(matrix metalloproteinase-9) inhibitory activities were evaluated.

Results : As a result, CFE decreased the activity of elastase and collagenase. As a result of evaluating the toxicity 

of CFE, it is non-toxic at a concentration of 10 to 80 ㎍/㎖. Although cell viability of HaCaT cells treated with PM10 

decreased, cell viability increased by 38% when treated with CFE 80 ㎍/㎖. Also, ROS decreased by 8.4%, and MMP-1 

and MMP-9 decreased at CFE 80 ㎍/㎖.

Conclusions : CFE showed excellent cell protection effect, and it is considered that it can be used in anti-aging products 

for skin improvement by effectively inhibiting ROS and MMPs from keratinocyte damage caused by fine dust.    1)

Key words : PM10, Keratinocyte, Oxidative stress, ROS, MMPs, Skin aging

Ⅰ. 서   론

전 세계적인 산업 발전과 사람들의 소비적 행태는 심각한 

환경오염 문제를 발생시킨다. 특히, 대기오염물질은 호흡기, 

피부, 심혈관, 뇌신경 질환에 치명적인 질병을 유발하며 현대

인의 주요 사망원인이 되고 있다1,2). 피부는 우리 몸을 둘러싼 

최외각 기관이지만 대기오염에 의하여 피부 건강에 악영향을 

미치며 각종 염증성 질환과 조기 피부노화를 유도한다3). 대기

오염물질에는 오존 (O3), 이산화질소 (NO2), 이산화황 (SO2) 

등의 기체 성분과 다양한 조성의 부유 입자상 물질이 포함된다4). 
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크기가 10 ㎛ 미만인 부유 입자상 물질을 PM10 (particulate 

matter 10)이라고 하며 건설현장, 매립지에서 발생하는 먼지, 

연소물질, 꽃가루 등도 포함된다. 독성물질이 아닌 탄소로 이

루어진 단일 성분이라 하더라도 입자가 미세하면 폐로 흡입되

거나 세포 표면에 독성을 나타낼 수 있다. 특히 문제가 되는 

경우는 PM10이 aryl hydrocarbon 등의 각종 유기화합물과 

납, 카드뮴, 코발트와 같은 중금속을 함께 포함하는 것이며, 

대기에서 이산화황, 유기화합물과의 화학반응을 통해 형성되는 

경우이다5,6). PM10은 눈, 코, 구강, 귀 등을 통해 체내로 유입

될 수 있으며, 피부 모공이나 피부장벽이 약화된 경우 피부에 

충분히 침투될 수 있다. PM10의 성분은 세포 내외에서 화학

반응이나 생물학적 대사를 통해 활성산소종 (ROS)을 발생시켜, 

산화적 손상과 염증 반응을 일으킨다7,8). 한편, 다양한 종류의 

항산화제가 PM10에 의해 유발되는 산화 스트레스와 염증 반

응을 완화시켜 피부 건강을 보호하는 데 도움이 될 수 있을것

으로 기대되고 있다9,10). 미세먼지는 피부와 호흡기에 직접적

으로 접촉함으로써 손상을 유도한다. 특히 미세먼지는 피부장

벽기능 감소, 건선, 아토피성 피부염, 여드름과 같은 염증성 

피부질환의 진행에 영향을 미친다11). 각질형성세포는 사람의 

피부에서 가장 외측에 위치한 세포이다. 유해한 외부 항원에 

대한 최외각의 방어선으로 세포 표면에 다양한 패턴 인식 수용

체 (pattern recognition receptors)를 발현해 세포가 다양한 

병원체를 인식하고 면역 반응이 진행된다. 각질형성세포는 

cytokine, chemokine를 포함한 염증 세포 활성에 기여하는 

다양한 분자를 생성한다. 각질형성세포는 피부 면역 항상성의 

조절하고 유지하는데 중요한 역할을 하며, 각질세포 손상에 

의한 피부장벽 불균형은 피부염증의 발달 및 진행과 관련이 

있다12).

청각 (Codium fragile)은 청각과에 속하는 녹조류이며 우리

나라, 동아시아, 오세아니아 해안에 분포한다13). 우리나라 경

상도에서는 청각을 말려서 양념과 버무려 김장의 속재료로 사

용해 풍미를 더하며, 경남, 제주지역에서는 나물 등의 식재료로 

사용되고, 일본과 중국은 물론 하와이에서도 식용으로 이용된

다14). 예로부터 청각은 정약전 자산어보 (玆山魚譜)에서 해송 

(海松)으로 기록되어 있으며, 외형은 원주상으로 바깥층으로 

향하여 곤봉상의 가지로 된 포낭지 (胞囊枝)가 울타리 모양을 

하고 있다. 동의보감, 본초강목, 식성본초, 식료본초 등의 고

서의 기록이 있는 것으로 보아 예로부터 청각을 식용으로 사용

했다는 것을 알 수 있다15). 또한 청각을 달여 마시면 구충효과, 

수종치료에 효과가 있는 것으로 알려져 있으며, 특히 기생충에 

의한 감염, 배변장애 등을 치료하기 위한 전통의학 치료제인 

구충제로 사용되어져 왔다. 청각 추출물은 항산화, 그리고 항염 

및 항암 효과와 면역 활성을 가지며, 여러 분야에서 응용할 수 

있는 유용한 해조류이다16). 녹조류인 청각은 탄수화물, cellulose, 

pectin, mannan 및 xylan 등의 다당류를 풍부하게 포함하고 

있다17-19).

본 연구의 목적은 PM10에 노출된 각질형성세포에서 청각 

에탄올 추출물의 세포보호효과, ROS, MMPs를 효과적으로 

저해함으로써 피부의 개선을 위한 항노화 제품에 활용할 수 

있는지를 평가하는 것이다. PM10의 노출은 ROS의 생성을 

유도하며 MMP-1, MMP-9 등의 증가를 초래하므로20) 본 

연구의 시험 항목으로 설정해 수행하였다. PM10 50 ㎍/㎖으로 

손상을 유도한 각질형성세포에서 elastase, collagenase 

activity, MTT assay를 이용한 세포생존율, DCF-DA 형광 

염색을 이용한 ROS 측정, MMP-1, MMP-9 발현으로 CFE의 

유효성을 평가하였다. 본 연구 결과에서 청각 에탄올 추출물이 

미세먼지에 의한 피부세포 독성을 안전하고 효과적으로 완화

하는데 도움을 줄 수 있는 것으로 확인되었으며, 세포내 ROS 

감소, MMPs 활성 평가를 통해 피부의 개선을 위한 항노화 

제품에 활용할 수 있을 것으로 사료된다.       

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 추출물 제조

본 실험에 사용된 청각은 전남 완도에서 채취된 것을 사용

하였으며, 다음과 같이 추출되었다. 건조 후 분쇄한 청각 100 g 

과 주정 70% 에탄올 (주정판매월드, Jeonju, Korea) 0.9 L를 

용매로 가하여 45℃에서 40 KHz (Vibra-cell, Sonics VC750, 

USA)에서 1시간 동안 초음파 추출하였다. 이후 추출용액을 

원심분리 4,000 rpm에서 5분 동안 상등액을 분리하였다. 분

리된 추출액은 Whatman No 1 filter paper로 여과하고 rotary 

vacuum evaporator (EYELA, N-1000, Tokyo, Japan)로 

농축하였으며 최종 8.7%의 수득률을 나타내었다. 추출물은  

–70℃에서 보관하면서 생리활성시험을 수행하였다.

2. 시약

세포배양에 사용된 fetal bovine serum (FBS), penicillin/ 

streptomycin, dulbecco's modified eagle medium(DMEM), 

trypan blue stain은 Gibco BRL Co. (Grand Island, USA)

에서 구입하였고, fine dust PM10 (ERM-CZ100), 

haemacytometer (Marienfeld GmbH, Marienfeld, Germany), 

3-[4,5-dimethylthiazol]-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoli

umbromide (MTT), dimethyl sulfoxide (DMSO), 2′,7′

-dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA), porcine pancreatice 

elastase는 Sigma Chemical Co .(St. Louis, USA)에서 구입

하였다.

3. Elastase와 collagenase 저해능 측정

1) Elastase 저해능 측정

Elastin을 분해하여 주름 형성을 유도하는 효소인 elastase의 

저해능을 측정하였다. 청각 추출물 0.1 ㎖와 0.2 M Tris-HCl 

buffer (pH 8.0) 1 mL, 0.8 mM N-succinyl-(Ala)3-ρ- 

nitroanilide 기질 용액 0.1 ㎖을 혼합하고, 1.0 U/㎖ porcine 

pancreatice elastase 0.1 ㎖을 첨가 후 37℃에서 30분 동안 

반응을 시켰으며 410 ㎚의 파장에서 ρ-nitroaniline 생성량을 

흡광도로 측정하였다21-23). Elastase 저해활성도는 다음 계산

식을 이용하여 산출하였다.



미세먼지 PM10으로 손상을 유도한 각질형성세포에서 청각 (Codium fragile) 추출물의 항노화 효과 47

Inhibitory activity (%)

= [1-시료첨가군 (OD30 min-OD0 min) / 무첨가군 OD0 min] 

× 100

2) Collagenase 저해능 측정

주름 유발과 관련되는 효소인 collagenase 저해 효과를 측

정하였다. 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 7.5)에 4 mM 

CaCl2, 청각 추출물 농도별로 0.1 ㎖, 4-phenylazobenzyl 

oxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg (0.3 ㎎/㎖) 농

도인 기질용액 0.25 mL을 혼합 후 collagenase 0.2 ㎎/㎖ 

농도로 0.15 ㎖를 첨가했다. 상온 26℃ (±3)에서 20분 반응

시킨 후 0.5 ㎖의 6% 구연산으로 반응을 정지하고, ethyl 

acetate 2 ㎖ 처리하여 320 ㎚에서 흡광도를 측정하였다24,25). 

Collagenase 저해활성도는 다음 계산식을 이용하여 산출하였다.

Inhibitory activity (%)

= [1-시료첨가군 (OD30 min-OD0 min) / 무첨가군 OD0 min] 

× 100

4. 세포배양과 PM10 처리

사람 각질형성 세포주 (human keratinocyte cell)는 

HaCaT세포 (Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)를 사

용하였다. 세포는 10% (v/v) FBS를 포함한 DMEM 배지를 

사용했으며, 37℃, 5% CO2 조건에서 계대 배양하였다. 

PM10을 DMEM 배지에 첨가하여 50 ㎍/㎖이 최종 농도가 

되도록 하였다.

5. MTT assay

청각 추출물의 농도에 따른 독성과 PM10으로부터의 세포

보호효과를 평가하기 위해 MTT assay를 수행하였다. HaCaT 

세포를 96-well plate에 1×104cells/well이 되도록 분주하고, 

시료를 다양한 농도로 처리한 후 37℃, 5% CO2 조건에서 24

시간 배양하였다. 여기에 5 ㎎/㎖ MTT 용액 0.02 ㎖를 첨가

하여 3시간 반응시킨 후 배양액을 제거하고 각 well에 DMSO 

0.15 ㎖를 처리하여 실온에서 30분간 반응 시킨 뒤 ELISA 

reader 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 독성 측정은 

시료용액 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

6. ROS 생성 측정

세포를 형광 표지인자인 DCF-DA로 ROS 생성을 측정하

였다. HaCaT 세포에 10 μM DCF-DA를 처리하여 5분 단위로 

측정하며 발광 정도를 관찰하였으며 20분 반응하였다. 이후 

세포를 1% SDS를 포함한 완충용액 (20 mM Tris-Cl, 2.5 

mM의 EDTA, pH 7.5)에 용해한 후, 13,000 rpm 에서 30분 

원심분리하고 상등액을 획득하였다. 형광 강도는 흡수 파장 

488 ㎚ 및 방출 파장 525 ㎚에서 형광 현미경 (Nikon, Eclipse 

TS100 Epi-fluorescence, Tokyo, Japan)으로 형광 강도를 

측정하였다. 음성대조군의 형광강도를 기준으로 하여 백분율

(% of control)로 수치화하였다.

7. MMP-1와 MMP-9 측정

HaCaT 세포를 96-well plate를 사용해 5 × 104개로 하여 

청각 추출물을 무혈청 배지에 용해하여 농도별로 24시간 배양

시킨 후 전처리하였다. 이후 배지를 제거하고 PBS로 세척 후 

PM10을 포함한 배지에 노출시켜 세포 손상을 유도한 후 세포 

배양 상등액을 189 × g에서 5분 동안 원심분리하고 MMP-1 

및 MMP-9 level을 총 MMP-1 (cat. no. DMP100,) 및 

MMP-9 (cat. no. DMP900) ELISA kit (R&D Systems Inc., 

MN, USA)를 사용하여 fluorescence microplate reader 

(Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA)에서 측

정하였다.

8. 통계적 검증

실험 결과를 mean ± SEM으로 나타내었고, SPSS 

(Statistical Package for Social Science)WIN 25.0 프로그

램을 활용하여 분석하였다. 대조군과 각 실험군과의 평균의 

차이는 독립표본 t-검정과 일원배치 분산분석 (ANOVA)을 

실시하였으며, 사후검정은 Duncan을 실시하였다. 유의수준은 

p < 0.05 미만인 경우 유의성이 있는 것으로 판단하였다.

Ⅲ. 결   과

1. Elastase 저해활성

본 실험에서 양성대조군은 elastase 저해활성이 높은 ursolic 

acid를 사용하였으며26) 100 ㎍/㎖ 농도에서 15.77±0.45%의 

저해활성을 나타내었고, 시료를 처리하지 않은 음성대조군은 

0의 값을 나타내었다. 청각 에탄올 추출물 (CFE) 처리한 실

험군의 경우 10, 20, 40, 80 ㎍/㎖ 농도에서 각각 11.63± 

1.13, 12.87±1.48, 13.50±0.88, 15.53±0.57%의 저해활

성을 나타내었다 (Figure 1).

Figure 1. Elastase inhibitory activity of ethanol extract from 
Codium fragile (CFE). Data shown is from representative experiment
repeated three times with similar results. The values are the 
mean±standard error of mean *** p<0.001 compared the 
control group.
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2. Collagenase 저해활성

Collagenase 저해활성 측정을 위해 양성대조군으로 EGCG 

(epigallocatechin gallate)를 사용하였으며27) 100 ㎍/㎖ 농도

에서 21.74±1.85%의 활성을 나타내었다. 시료를 처리하지 

않은 음성대조군은 0의 값을 나타내었다. 청각 에탄올 추출물 

처리한 실험군의 경우 10, 20, 40, 80 ㎍/㎖ 농도에서 각각 

6.20±0.71, 11.17±1.65, 12.60±0.65, 16.14±0.78% 

저해활성을 나타내었다 (Figure 2).

Figure 2. Collagenase inhibitory activity of ethanol extract from 
Codium fragile (CFE). Data shown is from representative experiment
repeated three times with similar results. The values are the mean
±standard error of mean *** p<0.001 compared the control 
group.

3. 세포보호 효과

PM10으로 손상을 유도한 HaCaT 세포의 독성과 청각 추출

물의 보호효과에 의한 세포생존율을 평가하기 위하여, MTT 

assay를 수행하였다. 보호효과 실험에 앞서 청각 추출물의 

10, 20, 40, 80, 100, 120 ㎍/㎖과 같이 다양한 농도로 세포

독성을 평가하였다. 그 결과 100, 120 ㎍/㎖에서는 독성을 나

타내었으며, 이후에 80 ㎍/㎖ 이하의 독성이 없는 농도로 실

험을 수행하였다. 세포손상을 유도하는 PM10의 50 ㎍/㎖ 농

도에서 각질형성세포는 55.12±5.65%로 세포생존율이 감소하

였다. 반면 청각 에탄올 추출물을 함께 처리한 실험군의 경우 

10, 20, 40, 80 ㎍/㎖ 농도에서 각각 58.16±7.29, 60.69± 

1.47, 70.93±1.30, 76.13±16.00%로 시료의 최고농도의 

경우 PM10 단독 처리군에 비해 세포생존율이 38% 증가하여 

세포보효 효과를 나타내었다 (Figure 3).

4. PM10으로 산화적 손상을 유도한 세포내 ROS 

평가

청각 에탄올 추출물이 PM10 노출에 의해 일어나는 각질형

성세포 내의 활성산소 감소에 영향을 나타내는지를 평가하기 

위해 DCF-DA 형광 측정을 수행하였다. 그 결과 PM10 단독 

처리군에서는 ROS가 175.40±9.41%로 음성대조군에 비해 약 

35% 증가하였다. 반면 청각 에탄올 추출물을 10, 20, 40, 80 

㎍/㎖ 농도로 처리한 실험군에서는 ROS 수치가 각각 170.77± 

2.21, 17.60±9.92, 147.77±19.50, 127.53±4.39%로 유

의하게 감소되었다. 특히 최고농도인 80 ㎍/㎖ 농도에서는 

PM10 단독 처리군에 비해 8.4%의 ROS가 감소되어 청각추

출물이 미세먼지에 의한 세포의 산화적 손상을 감소시키는 것

으로 나타났다 (Figure 4).

(a)

(b)

Figure 3. Protective effect of ethanol extract from Codium fragile 
(CFE) on the PM10 induced cytotoxicity. HaCaT cells were exposed 
to PM10 (50 ㎍/㎖) and treated with various concentrations (10, 
20, 40, 80 ㎍/㎖) of CFE. The data is expressed as percentage 
cell viability and represent the means. (a) Cell viability with various 
concentrations of CFE, (b) Protective effect of CFE on keratinocytes
damaged by PM10. Data shown are from representative experiment
repeated three times with similar results. The values are the 
mean±standard error of mean. ### p<0.001 as compared the 
control group, ** p<0.01, *** p<0.001 compared with the PM10- 
treated control group.

Figure 4. Cellular antioxidant activity of ethanol extract from Codium 
fragile (CFE) in PM10 induced oxidative stress in HaCaT cells. 
Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels generated by 
PM10 were detected using a spectrofluorometer after DCF-DA 
staining. Data shown is from representative experiment repeated 
three times. The values are the mean±standard error of mean. 
### p<0.001 as compared the control group, ** p<0.01 compared 
with the PM10-treated control group.

5. MMP-1와 MMP-9 저해활성

MMP-1 및 MMP-9 저해활성 평가를 수행하였으며, PM10 

50 ㎍/㎖를 HaCaT 세포에 처리한 경우 MMP-1와 MMP-9의 

양이 증가하였다. 반면 청각 에탄올 추출물 10, 20, 40, 80 

㎍/㎖ 농도에서 농도의존적으로 MMP-1과 MMP-9의 수준은 

PM10 단독 처리군에 비해 농도의존적으로 억제되었다. MMP-1 

농도는 음성대조군에 비해 PM10 단독 처리군에서 9.3배, 

MMP-9 농도는 14배 높았다. 대조적으로, 청각 추출물 80 ㎍/㎖ 

처리군에서는 MMP-1 및 MMP-9 수준이 각각 38.5% 및 



미세먼지 PM10으로 손상을 유도한 각질형성세포에서 청각 (Codium fragile) 추출물의 항노화 효과 49

55.6 %로 유의하게 감소하였다 (Figure 5). 따라서 데이터는 

청각 추출물이 미세먼지로 인해 증가하는 피부세포의 MMPs의 

발현을 억제하고 주름 형성을 억제할 수 있을 것으로 판단된다.

(a)

(b)

Figure 5. Effects of ethanol extract from Codium fragile (CFE) into
matrix metalloproteinase (MMP-1 and MMP-9) secretion by PM10 
induced HaCaT cells. Cells were treated with CFE before PM10 
exposure. The level of secretion of (a) MMP-1, (b) MMP-9 were 
measured in the culture medium of PM10 treated HaCaT cells. 
The values are the mean±standard error of mean. ### p<0.001 as
compared the control group, ** p<0.01, *** p<0.001 compared 
with the PM10-treated control group.

Ⅳ. 고   찰

미세먼지는 DNA 손상, 지질과산화 (lipid peroxidatio) 및 

단백질 카르보닐화 (protein carbonylation)를 유발하는 ROS

를 생성하여 각질형성세포에서 산화적 스트레스를 유도한다. 

PM10에 의해 유발된 산화적 스트레스는 TNF-α (tumor 

necrosis factor-α), IL-1β (interleukin 1 beta), IL-6 

(interleukin 6), IL-33 (interleukin 33) 및 TSLP (thymic 

stromal lymphopoietin), 질환을 초래하다28). 미세먼지에 

의한 산화 스트레스가 진행된 후 결국 염증반응을 인한 세포와 

조직에 심각한 손상으로 이어진다29). 따라서 높은 ROS 소거

능을 가지면서도 독성이 낮은 천연유래 ROS 소거제는 산화적 

스트레스로 인한 다양한 질병을 예방하고 제어하기 위한 의약품 

또는 기능성화장품 소재를 개발하는 데 이상적인 방향이 될 

수 있다30).

청각에 대한 기존 연구에서는 추출시 용매 따른 다양한 활

성을 나타내는 것으로 알려져 있다. 열수, 에탄올, 메탄올 추

출물의 경우 항균, 항산화 능력을 나타내며, 에탄올 추출물의 

경우 47%의 DPPH 라티칼 소거능을 나타내었다. 주로 천연 

항산화제로서의 이용 가능성에 대한 연구가 많으며 메탄올, 

에틸아세테이트, 헥산 순으로 높은 항산화능을 나타낸다31-34). 

또한 청각 에틸아세테이트, 부탄올 분획물이 UVB 노출에 의한 

세포손상으로 부터 COX-2 (cyclooxygenase-2), iNOS 

(inducible nitric oxide synthase), PGE2 (Prostaglandin 

E2), NO (nitric oxide)와 같은 염증매개 인자를 효과적으로 

억제하는 것으로 연구된 바가 있다35). 이러한 선행연구를 바탕

으로 하여 청각 추출물이 미세먼지에 의한 각질형성세포의 산

화적 손상을 억제할 수 있는지에 대하여 일련의 실험을 수행

하였다. 

Elastin과 collagen은 피부 탄력을 유지하며, elastase와 

collagenase는 각각 elastin과 collagen을 분해하는 효소로서 

노화하거나 외부적인 요인에 의하여 이상조직이 발생하였을때 

이들 효소의 활성이 증가하여 피부주름과 탄력을 감소시킨다. 

즉 피부세포의 elastase와 collagenase를 저해함은 주름개선

효과를 나타내는 것이라 할 수 있다. 본 연구에서는 청각 에

탄올 추출물을 각질형성세포에 전처리하여 PM10의 elastase 

저해활성을 평가하였다. 그 결과 청각 추출물 80 ㎍/㎖ 농도

에서 15.53±0.57%의 저해활성을 나타내어 양성대조군인 

ursolic acid와 유사한 활성을 나타내는 것으로 나타났다. 

Collagenase 저해활성 측정에서는 청각 에탄올 추출물 처리한 

80 ㎍/㎖ 농도에서 16.14±0.78% 저해활성을 나타내었다. 

이러한 결과는 청각 추출물이 주름개선효과를 위한 천연소재

로서의 활용 가능성이 높다는 것을 의미한다.

각질형성세포에 청각 추출물을 처리하여 PM10에 의한 손

상으로 부터의 세포보호효과를 MTT assay로 평가하였다. 그 

결과 PM10의 50 ㎍/㎖ 농도로 단독처리한 양성대조군에서는 

각질형성세포의 생존율이 55.12±5.65%로 감소하였다. 반면 

청각 에탄올 추출물 실험군에서 최고농도인 80 ㎍/㎖에서 

76.13±16.00%의 세포생존율을 나타내어 PM10 단독 처리

군에 비해 38% 세포생존율이 증가한 것을 보아 PM10으로부

터의 세포보효 효과를 나타내는 것으로 판단된다. 이후 실험

에서 각질형성세포 내의 ROS를 측정하기 위해 DCF-DA 형광 

염색을 통하여 평가하였다. 그 결과 PM10 단독 처리군에서는 

175.40±9.41%로 음성대조군에 비해 ROS가 35% 이상 증가

하였는데, 청각 에탄올 추출물을 처리한 실험군에서는 ROS 

수치가 감소되었다. 특히 최고농도인 80 ㎍/㎖ 농도에서는 

PM10 단독 처리군에 비해 8.4%의 ROS가 감소되었으며, 청각

추출물이 미세먼지에 의해 증가한 ROS를 효과적으로 감소시

키는 것으로 나타났다. 

외부 스트레스에 의해 피부에서 생성된 ROS는 세포막에서 

지질 과산화를 시작으로 일련의 산화 반응을 통해 세포를 손상

시킨다. 과도한 ROS는 단백질, DNA, 지질과 같은 세포 구성 

요소를 손상시키고 MMPs의 발현을 촉진하여 조직 콜라겐 매

트릭스 및 엘라스틴 섬유의 분해를 통해 피부 노화를 가속화

한다. 따라서 세포 내 ROS 억제 활성을 가진 항산화제는 피부 

노화를 억제할 수 있다. ROS는 정상 세포에서 항산화 인자와 

균형 있게 존재하지만, ROS가 과잉이거나 항산화 인자가 부

족하면 세포 내 산화력이 증가한 상태가 된다36-38). PM10의 

노출은 ROS의 생성 및 IL-1β, IL-6, IL-8과 같은 염증성 

사이토카인을 생성해 산화적 손상을 유도한다. 또한 PM의 노

출로 하이드록시 라디칼 (hydroxyl radical, •OH), 수퍼옥사

이드 이온 (superoxide anion, O2
.-), 과산화수소 (hydrogen 

peroxide, H2O2)와 같은 ROS가 증가하며 MMPs, 즉 MMP-1, 

MMP-2 및 MMP-9 등의 증가를 초래하므로39) 본 연구의 

시험 항목으로 설정하여 수행하였다. MMPs는 피부 결합 조
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직을 형성하는 콜라겐 섬유를 분해하고, 피부 강도와 탄력 유

지에 관여하는 것으로 알려져 있다. MMPs의 활성은 산화적 

스트레스로부터 증가되며 결국 프로콜라겐 발현의 감소로 노

화의 원인이 된다40). 

앞서 ROS 감소효능을 확인한 후 MMPs 저해활성을 확인

하기 위해 PM10으로 산화적 손상을 유도한 HaCaT에서 청각 

추출물의 활성을 평가하였다. 우선 PM10을 단독으로 처리한 

군에서는 MMP-1와 MMP-9의 양이 증가하였고, 음성대조

군과 비교하였을 때 각각 9.3, 14배 증가하였다. 반면 청각추

출물을 처리한 군에서는 MMP-1 및 MMP-9 수준이 각각 

38.5% 및 55.6%로 감소된 것을 확인하였다. 이들 결과를 종

합해 볼 때 청각 추출물이 미세먼지에 의한 산화적 손상으로

부터 피부세포 보호와 주름생성 요인을 억제하여 항노화에 효

과적인 소재가 될 수 있음을 시사한다. 

MMP-1 및 MMP-9 저해활성 평가를 수행하였으며, PM10 

50 ㎍/㎖를 HaCaT 세포에 처리한 경우 MMP-1와 MMP-9의 

양이 증가하였다. 반면 청각 에탄올 추출물의 농도가 증가함에 

따라 MMP-1과 MMP-9의 수준은 PM10 단독 처리군에 비해 

농도의존적으로 억제되었다. MMP-1 농도는 음성대조군에 

비해 PM10 단독 처리군에서 9.3배, MMP-9 농도는 14배 

높았다. 대조적으로, 청각 추출물 80 ㎍/㎖ 처리군에서는 

MMP-1 및 MMP-9 수준이 각각 38.5% 및 55.6%로 유의하게 

감소하였다 (Figure 5). 따라서 데이터는 청각 추출물이 미세

먼지로 인해 증가하는 피부세포의 MMPs의 발현을 억제하고 

주름 형성을 억제할 수 항노화 소재로 활용될 수 있을 것으로 

평가된다.

Ⅴ. 결   론

본 연구는 PM10으로 손상을 유도한 각질형성세포에서 청각 

에탄올 추출물의 세포보호, elastase, collagenase, ROS 그

리고 MMP-1, MMP-9 저해활성에 대해 연구하여 다음과 

같은 결론을 얻었다. 

1. 청각 에탄올 추출물 80 ㎍/㎖ 농도에서 15.53±0.57%의 

elastase 저해활성을 나타내어 ursolic acid와 유사한 

활성을 나타냈다. Collagenase 저해활성 측정에서는 

동일한 농도에서 16.14±0.78% 저해활성을 나타내었다.

2. 세포보호효과를 평가하기 위해 MTT assay로 측정한 

결과, 청각 에탄올 추출물 80 ㎍/㎖ 처리한 실험군에서 

76.13±16.00%의 세포생존율을 나타내어 PM10 단독 

처리군에 비해 38% 세포생존율이 증가하였다.

3. DCF-DA 형광 염색을 통하여 세포내 ROS를 측정한 

결과, PM10 단독 처리군에 비해 청각 에탄올 추출물 

80 ㎍/㎖ 농도 처리군에서 8.4% 감소되었다.

4. PM10을 HaCaT 세포에 처리한 경우 MMP-1와 MMP-9

의 양이 증가한 반면 청각 에탄올 추출물 40, 80 ㎍/㎖ 

농도 처리군에서 유의하게 감소하였다.

결과적으로 청각 에탄올 추출물은 우수한 세포보호효과를 

나타내었으며, 미세먼지에 의한 세포손상으로부터 ROS와 

MMPs를 효과적으로 저해함으로 피부의 개선을 위한 항노화 

제품에 활용할 수 있을 것으로 사료된다.
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