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Abstract

Purpose : Skin is the primary barrier to protect the body from various exogenous factors. Among them, UVB exposure can cause 
the induction of not only excessive inflammatory responses but also the degradation of extracellular matrix (ECM), including 
collagen and elastin. This study tried to investigate the ameliorative effect of Persicaria perfoliata ethanol extract (PPEE) on 
UVB-irradiated photodamage through the regulation of activator protein (AP)-1, phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt, and 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling molecules in HaCaT cells.

Methods : The cytotoxicity of PPEE on HaCaT cells was evaluated by the WST-1 assay. The 80 mJ/㎠ of UVB (312 ㎚) was 
irradiated on HaCaT cells to induce the photodamage. 

Western blot analysis was conducted to investigate the protein expression levels of cyclooxygenase (COX)-2, matrix 
metalloproteinase (MMP)-9, and heme oxygenase (HO)-1 for ameliorative status by PPEE treatment in UVB-exposed HaCaT cells. 
In addition, the activated status of the inflammatory transcription factor, AP-1, as well as upstream signaling molecules, PI3K/Akt, 
and MAPK, were also evaluated by Western blot analysis.

Results : Any cytotoxic effect was not induced at the concentration up to 200 ㎍/㎖ by PPEE treatment. Protein expression levels 
of COX-2 and MMP-9 were significantly down- and up-regulated by PPEE treatment. The inflammatory transcription factor AP-1, 
stimulated by UVB irradiation, was also significantly attenuated by PPEE treatment. The phosphorylated status of PI3K/Akt and 
MAPK were mitigated by PPEE treatment in UVB-exposed HaCaT cells. Moreover, PPEE treatment potently accelerated the 
expression of HO-1 and its transcription factor, nuclear factor-erythroid 2-related factor (Nrf)2, which is known for its 
anti-inflammatory activity.

Conclusion : Consequently, PPEE treatment significantly regulated COX-2 and MMP-9 expressions in UVB-irradiated HaCaT 
cells. The inflammatory transcription factor AP-1, along with upstream signaling molecules PI3K/Akt and MAPKs, were also 
attenuated by PPEE treatment in UVB-exposed HaCaT cells. Additionally, PPEE treatment exaggerated HO-1 expression and Nrf2 
activation, which might have contributed to the anti-inflammatory activity of PPEE. These results indicate that PPEE could be a 
candidate for attenuating UVB-induced photodamage in human skin.   6)
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Ⅰ. 서 론
1. 연구의 배경 및 필요성

환경 오염으로 인하여 오존층이 파괴되고, 그로 인해 
자외선의 노출량이 크게 증가하였다. 태양으로부터 전달
되는 자외선 중 특히 209 ㎚–320 ㎚의 파장을 가진 UVB

는 피부에 강한 자극을 유발하고 표피를 구성하는 상피
세포의 급성염증을 발생시키고, 세포 사멸을 유발하기도 
하여 잠재적인 피부암의 위험인자가 될 수 있는 중요한 
환경 요인 중 하나이다(Chen 등, 2014). UVB의 조사는 
hydroxyl radical, superoxide radical, peroxyl radical과 같은 
다양한 reactive oxygen species(ROS)의 생성을 촉진하고, 

그로 인한 지질 과산화는 UVB에 의한 피부 광 손상의 
주요한 기전중 하나로 보고되고 있다(Liu 등, 2009; 
Svobodova 등, 2006). 또한 만성적인 노출에 의한 화상 
세포 발생, matrix metalloproteinase와 같은 collagenase의 
활성으로 extracellular matrix(ECM)의 주성분인 collagen, 
elatin의 파괴로 인한 주름과 염증반응의 발생뿐만 아니
라 피부암도 발생하게 된다(LEE 등, 2023). UVB에 의해 
과량 생성된 ROS는 증식, 세포생존, 염증과 관련된 세포
내 신호전달물질인 mitogen activated protein 

kinase(MAPK)와 phosphoinositide 3-kinase(PI3K)/Akt를 활
성화하기도 한다(Ren 등, 2016; Vivanco & Sawyers, 
2002). 그리고 이 신호체계의 활성화는 염증 매개 물질
인 prostaglandin(PG)E2의 생성을 조절하는 효소인 
cyclooxygenase(COX)-2의 유전자를 과발현함으로써 피부
의 염증반응과 피부 세포 사멸을 유도한다(Cho 등, 

2005). MAPK는 extracellular signal regulated protein 

kinase(ERK), c-Jun NH2-terminal kinase(JNK), p38 MAPK
로 구성되고, 특히 이들의 활성화를 통한 COX-2의 과발
현의 유도가 급성염증 및 피부암의 발생과 높은 관련이 
있는 것으로 보고되기도 하였다(Cho 등, 2005).

며느리배꼽(Persicaria perfoliata)은 한국의 길가나 집주
변에서 자라는 흔한, 마디풀과에 속하는 덩굴성 식물로 
식용과 약용으로 널리 이용되어왔다. 전통 의학에서는 
인후염, 기침, 부종 및 빈뇨, 설사 등 다양한 증상의 치료
를 위해 사용해왔고, 최근의 연구에서는 flavonoids, 

anthraquinones, terpenoids, phenolic acids, phenylpropanoids 

등의 성분들이 항염증, 항균, 항바이러스, 항종양, 항산
화 효과 등의 다양한 약리 효과를 나타내는 것으로 보고
되고 있다(Liu 등, 2020). 다양한 생리활성 중 며느리배
꼽 추출물은 뛰어난 활성산소 소거능과 다양한 염증 동
물실험 모델에서 효과적인 항염증제로서의 역할을 나타
냈으나 사람의 피부에서 발생할 수 있는 UVB에 의한 광 
손상에 대한 연구는 없었으므로 본 논문에서는 며느리
배꼽 에탄올 추출물(P. perfoliata ethanol extract; PPEE)이 
UVB로 광손상이 유발된 인간각질형성세포인 HaCaT 세
포에 미치는 효과를 항염증 기전을 중심으로 분석하였
다.

2. 연구의 목적
본 연구에서는 UVB에 의해 유발된 HaCaT 세포의 광

손상에 대한 PPEE의 효과를 분석하기 위하여 COX-2와 
MMP-9의 조절효과 및 염증 전사인자, 그리고 상위 신호
전달물질의 발현 정도를 Western blot으로 분석하였다. 

이를 통해 태양광의 만성적인 노출에 의해 발생할 수 있
는 피부 손상을 완화할 수 있는 기능성 소재 개발을 위
한 후보 물질을 도출하고자 하였다.

Ⅱ. 연구방법
1. 연구대상 및 방법

1) 세포배양 및 시약
인간 각질형성세포인 HaCaT 세포는 10 % fetal bovine 

serum(FBS, Cytiva, USA)의 영양성분과 항생제인 100 

unit/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin(Cytiva)이 첨가된 
배지인 Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM, 
Cytiva, USA)을 사용하여 37 ℃, 5 % CO2, 습윤조건에서 
배양하였다. 1차 항체로 사용한 COX-2, matrix 

metalloproteinase(MMP)-9, heme oxygenase(HO)-1, 
phospho-c-jun, nuclear factor-erythroid 2-related 

factor(Nrf)2, phospho-Akt, Akt, phospho-ERK, ERK, 

phospho-JNK, JNK, phospho-p38, p38, actin과 2차 항체인 
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgG 항
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체는 Cell Signaling Technology(USA)에서, dimethyl 

sulfoxide(DMSO, Sigma-Aldrich, USA)는 에서 구입하였
다.

2) PPEE 준비 및 광손상 조건
건조 후 분쇄한 며느리배꼽 시료에 4배 부피의 70 % 

식용 에탄올(주정)을 이용하여 50 ℃에서 24시간동안 환
류하며 추출하였다. 추출 시료는 1 ㎛ 필터로 여과하고 
진공농축기(N-110, Eyela Co., Japan)를 이용하여 농축 후 
다시 DMSO에 농도별로 희석하여 실험에 사용하였다. 
광손상을 유발하기 위하여 UV 조사기(Bio-Link-BLX, 

VILBER, France)를 이용하여 UVB 파장인 312 ㎚에서 80 

mJ/㎠를 HaCaT 세포에 조사하였다. 배지의 간섭을 최소
화하기 위하여 DMEM을 완전히 제거 후 1x phosphate 

bufferd saline(PBS)로 세척하고 1 ㎖의 1xPBS를 첨가한 
상태에서 UV를 조사하였다.

3) 세포독성 분석
HaCaT 세포에 대한 PPEE의 독성은 기존의 연구(Park 

& Yoon, 2023)와 동일한 방법을 활용하여 분석하였다.

4) Western blot 분석
HaCaT 세포에서 광 손상을 분석하기 위하여 COX-2와 

같은 염증 관련 마커와 아교섬유를 분해하는 MMP-9과 
같은 collagenase의 활성을 분석하였다. UVB로 자극된 
HaCaT 세포에서 PPEE에 의해 조절되는 마커의 발현 분
석을 위하여 100-㎜ dish에 HaCaT 세포를 파종하였다. 

하루 동안 세포를 부착하고 80 mJ/㎠의 UVB를 조사하
여 광 손상을 유발한 후 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도의 
PPEE를 처리하고 20시간 동안 더 배양하여 COX-2, 

MMP-9의 발현을 분석하였다. 그리고 전사인자와 상위 
신호전달 물질을 분석하기 위하여 100-㎜ dish에 파종된 
HaCaT 세포에 동일한 조건에서 광 손상을 유발하고 시
료를 처리한 후 4시간 동안 배양하였다. 시료가 처리된 
세포로부터 protein extraction buffer(PRO-PREP, Intron 
Biotechnology, Korea)를 이용하여 단백질을 추출하였고, 

농도는 Bradford법으로 결정하였다. 추출한 검체 시료는 
4x Laemmli sample buffer(XT sample buffer #1610791, 

Bio-Rad Laboratories, USA)와 섞고 80 ℃에서 5분 가열 
후 10 % SDS-polyacrylamide gel에 전기영동을 하였다. 
그리고 전기영동된 검체 시료를 polyvinylidene 

fluoride(PVDF, Bio-Rad Laboratories) membrane으로 이동
시킨 후 5 % non-fat dry milk로 blocking을 진행하였다. 
그리고 1:1,000의 비율로 희석한 1차 항체와 4 ℃에서 24

시간 동안 반응을 유도하고 실온에서 2시간 동안 2차 항
체와 반응을 진행한 후 기질인 enhanced chemiluminescence 
solution(ECL, Santa Cruz Biotechnology, USA)을 이용하
여 ChemiDoc system(ChemiDoc XRS+, Bio-Rad 

Laboratories, USA)에서 발현을 측정하고, Gel Doc EQ 
system(Bio-Rad Laboratories, USA)로 정량분석을 진행하
였다.

2. 통계 분석
실험 결과는 3회 반복하여 시행 후 SPSS 프로그램

(version 25.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 
mean±SD로 표현하였다. 실험군 간의 유의성 검증은 일
원배치 분산분석법(one-way ANOVA)으로 진행하였고 
사후분석은 Duncan's multiple range test를 사용하였다.

Ⅲ. 결 과
1. UVB 광손상이 유발된 HaCaT 세포에서 PPEE의 

COX-2와 MMP-9 발현 억제 효과
HaCaT 세포에 미치는 PPEE의 독성을 분석하기 위하

여 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도에 대한 WST-1 assay를 
수행한 결과 Fig 1에서 보는 것과 같이 PPEE는 가장 높
은 농도인 200 ㎍/㎖에서도 HaCaT 세포의 생존에 영향
을 주지 않았다. 그리고 HaCaT 세포에서 80 mJ/㎠의 
UVB에 의해 광 손상이 유도되는지를 확인하기 위하여 
Western blot으로 COX-2와 MMP-9의 발현을 분석한 결
과 Fig 2와 같이 UVB 조사에 의해 COX-2와 MMP-9이 
과발현되었고, PPEE의 처리로 인해 두 마커의 발현이 
유의적으로 감소하는 결과를 확인할 수 있었다. 따라서 
PPEE는 HaCaT 세포에서 80 mJ/㎠의 UVB에 의해 염증 
매개 물질인 PGE2의 생성효소인 COX-2와 ECM을 분해
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하는 collagenase 중 하나인 MMP-9의 발현을 유의적으로 억제함으로써 광 손상을 완화하는 것으로 나타났다.

 

UVB (80 mJ/㎠) - + + + + +

PPEE (㎍/㎖) - - 25 50 100 200

Fig 1. Cytotoxic effect of PPEE treatment in UVB-irradiated HaCaT cells

UVB (80 mJ/㎠) - + + + + +

PPEE (㎍/㎖) - - 25 50 100 200

COX-2 ▶

MMP-9 ▶

Actin ▶

Fig 2. Inhibitory effect of PPEE on COX-2 and MMP-9 expressions in UVB-irradiated HaCaT cells
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2. PPEE의 AP-1과 MAPK의 인산화 조절 효과
염증 전사인자인 AP-1은 HaCaT 세포에서 UVB 노출

에 의해 유발되는 COX-2와 MMP-9의 과발현을 매개하
는 것으로 알려져 있다. 자극이 없는 환경에서 AP-1은 
세포질내에서 비활성형으로 존재하지만 UV와 같은 자
극에 의해 활성화되고, 활성화된 AP-1은 핵막을 통과하
여 염증과 관련된 다양한 인자의 전사를 조절하는 
promoter region에 결합하여 그들의 전사를 유도한다
(Surh, 2003). PPEE의 처리에 인한 AP-1의 활성 조절은 
Fig 3에서 보는 것과 같이 80 mJ/㎠의 UVB에 의해 AP-1

의 구성 단백질인 c-jun이 인산화되고 PPEE의 처리에 의
해 활성이 유의적으로 억제되었다. 그리고 AP-1의 활성
을 조절하는 상위 신호전달 물질로 알려진 PI3K/Akt와 
MAPK의 인산화 정도 또한 Western blot을 통해 분석하
였고, 그 결과 PPEE는 Akt, ERK, JNK, p38 모든 신호전
달물질의 인산화를 유의하게 억제하는 것을 볼 수 있었
다(Fig 3). 이 결과를 통해 PPEE는 PI3K/Akt와 MAPK의 
인산화를 유의적으로 억제함으로써 AP-1의 활성을 조절
하고, 따라서 UVB에 의한 HaCaT 세포의 광 손상을 조
절할 수 있다는 것을 확인하였다.

UVB (80 mJ/㎠) - + + + + +

PPEE (㎍/㎖) - - 25 50 100 200

p-c-jun ▶

p-Akt ▶

p-ERK ▶

p-JNK ▶

p-p38 ▶

Actin ▶

Fig 3. Regulatory effect of PPEE on AP-1, PI3K/Akt, and MAPK activations in UVB-irradiated HaCaT cells

3. PPEE의 Nrf2와 HO-1 발현 유도 효과
세포 내 제2상 효소계에 속하는 효소들 중 heme을 

biliverdin, 일산화탄소, 유리철로 분해함으로써 항산화 

효과를 나타내는 HO-1은 HaCaT 세포내에서도 전사인자
인 Nrf2에 의해 발현이 유도된다(Kundu 등, 2014). PPEE

의 처리에 인한 HO-1의 발현 조절은 Fig 4에서 보는 것
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과 같이 HaCaT 세포에서 UVB의 노출에 의해서도 HO-1

과 Nrf2의 발현이 두드러지게 유도되지 않았으나 PPEE
의 농도가 높아짐에 따라 농도 의존적으로 강한 HO-1과 
Nrf2의 발현을 확인할 수 있었다. 이 결과를 통해 PPEE

는 항산화 효소인 HO-1와 전사인자인 Nrf2,의 발현을 강
하게 유도함으로써 UVB에 의한 광 손상을 조절할 수 있
다는 것을 확인할 수 있었다.

UVB (80 mJ/㎠) - + + + + +

PPEE (㎍/㎖) - - 25 50 100 200

HO-1 ▶
Nrf2 ▶
Actin ▶

Fig 4. Regulatory effect of PPEE on HO-1 and Nrf2 activations in UVB-irradiated HaCaT cells

Ⅳ. 고 찰
만성적인 UVB의 노출로 인한 ROS의 증가는 세포내 

DNA, 단백질, 세포막 등에 산화적 손상을 유발하고, 화
상세포와 피부 ECM의 주성분인 collagen, elastin 등을 분
해하는 MMP-1,2,9와 같은 효소 활성을 증가시킨다(Yoo 
등, 2014). 또한 ECM인 collagen과 elastin을 분절화함으
로써 주름을 발생시키고 염증반응 뿐만 아니라 피부암
을 유발하기도 한다(Lee 등, 2023). 특히, 염증반응과 관
련된 중요한 효소인 cyclooxygenase의 두 isoform에는 세
포의 필수 구성요소의 생산에 COX-1이 작용하는 반면 
다양한 세포내·외부의 자극으로 인해 유도되는 COX-2의 

과발현은 만성 염증을 유발하고 노화과정에서도 중요한 
역할을 하는 것으로 보고되고 있다(Lee 등, 2012). 그러
므로 염증을 매개하는 물질인 COX-2와 MMP-9의 발현 
조절에 관한 연구는 광 손상으로 유발된 피부 손상을 억
제할 수 있는 후보 소재의 개발에 있어 중요한 부분이라 
할 수 있다. 

본 연구에서는 인간각질형성세포인 HaCaT 세포에서 
PPEE의 광 손상 억제 기전을 분석하고자 하였다. UVB

를 이용하여 세포에 광손상을 유도한 후 염증 매개 물질
인 PGE2의 생성효소인 COX-2와 ECM의 주요 섬유 성분
인 collagen을 분해하는 collagenase 중 하나인 MMP-9의 
발현과 전사인자 및 상위신호전달물질인 AP-1 및 
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PI3K/Akt, MAPK의 활성 정도를 Western blot으로 확인
하였다. 그리고 PPEE가 제2상 효소 중 하나인 HO-1과 
전사인자인 Nrf2의 발현을 유도함으로써 HaCaT세포에
서 UVB에 의한 광 손상을 억제하는지도 분석하였다. 실
험 결과, PPEE는 세포독성 없이 UVB에 의해 과발현된 
COX-2와 MMP-9을 농도 의존적으로 억제하는 결과를 
보임으로써 HaCaT 세포에서 광 손상에 대한 완화효과가 
있음을 확인할 수 있었다(Fig 1, 2). 이러한 결과는 
Antidesma thwaitesianum Mull. Arg. 열매 추출물과 potato 

exosome이 COX-2와 MMP-1,2,9의 발현을 억제함으로써 
UVB에 의해 유발된 광 손상을 완화하는 효과가 있음을 
보고한 연구와 같은 경향을 보였다(Lee 등, 2023; 

Natewong 등, 2022).

염증 매개 물질은 AP-1, PI3K와 MAPK 같은 염증 전
사인자와 상위 신호전달 물질간의 네트워크를 통해 조
절이 이루어진다(Kwon & Lee, 2023). C-jun과 c-fos의 두 
subunit이 결합하여 heterodimer로 이루어진 AP-1은 비활
성의 형태로 세포질에 존재하지만 자극물질에 노출되었
을 때 c-jun이 인산화되면서 활성형으로 바뀌고 핵내로 
이동하면서 염증 매개인자의 과발현을 유도하게 된다
(Surh, 2003). 그리고 세포의 분화·증식·사멸의 조절과 세
포 내 스트레스의 조절 등 다양한 세포내 활성을 조절하
는 신호전달물질인 PI3K/Akt와 MAPK는 AP-1과 같은 염
증 전사인자의 조절을 통해 COX-2와 MMP-9의 발현을 
조절하는 것으로 보고되고 있다(Li 등, 2017; Qu 등, 

2023). 이러한 신호전달물질은 세포내·외부에서 자극이 
발생했을 때 일련의 신호전달체계를 통해 염증성 전사
인자의 활성을 조절함으로써 염증 매개 물질을 생산하
는 효소인 COX-2나 주요한 세포외기질인 아교섬유를 
분해하는 MMP-9의 발현을 유도하기 때문에 PI3K/Akt나 
MAPK의 활성 조절은 HaCaT 세포에서 UVB에 의해 유
도되는 광손상 반응의 억제에 주요한 목표로 생각할 수 
있다. 본 연구에서는 COX-2와 MMP-9의 발현 및 이들의 
상위 신호전달물질인 AP-1, PI3K/Akt와 MAPK의 활성에 
PPEE가 미치는 영향을 Western blot으로 분석한 결과 
PPEE는 c-jun의 인산화를 효과적으로 억제하였고 Akt, 

ERK, JNK, p38 MAPK의 인산화 또한 유의적으로 억제
하는 것을 확인할 수 있었다. 추출물뿐만 아니라 
phytochemical인 curcumin과 cyanidin-3-O-glucoside도 전

사인자인 AP-1과 상위 신호전달물질인 p38, JNK MAPK

의 인산화를 억제함으로써 HaCaT 세포에서 UVB에 의
해 유도된 광 손상을 억제하는 것으로 보고되어 이러한 
신호전달물질이 광 손상을 유발하는 과정에서 중요한 
역할을 하는 것으로 보고되었고, 따라서 이들의 활성을 
억제하는 것이 광 손상 완화에 중요한 부분이라는 것을 
시사하는 부분인 것으로 생각된다(Cho 등, 2005; He 등, 

2017).
HO-1은 heme을 biliverdin, free iron 및 carbon monoxide

로 분해하는 효소로서, HO-1에 의해 대사된 물질들은 뛰
어난 항산화 활성뿐만 아니라 항염증 활성도 보여왔다
(Park 등, 2021). 따라서 PPEE가 제2상 효소 중 하나로 
알려진 HO-1과 전사인자인 Nrf2의 유도를 통해 HaCaT 

세포에서 UVB에 의해 유발된 산화적 스트레스와 염증
반응을 억제하는지에 대한 실험을 진행한 결과 PPEE의 
처리는 농도 의존적으로 강하게 HO-1과 Nrf2의 발현을 
유도하였고 이를 통해 PPEE는 제2상 효소의 유도를 통
해 광 손상 억제 효과를 나타내는 것을 확인할 수 있었
다. 이러한 결과는 Laminaria japonica fermentation broth

의 처리로 UVB에 노출된 HaCaT 세포에서 HO-1, 
NAD(P)H quinone oxidoreductase(NQO)-1과 같은 제2상 
효소의 발현 유도를 통해 광 손상에 대한 보호 효과를 
보고한 실험과 동일한 경향을 보여주었다(Sun 등, 2022).

이러한 결과를 통해 PPEE는 PI3K/Akt, MAPK의 활성 
조절을 통해 AP-1의 활성을 억제하고, 항산화 효소인 
HO-1와 전사인자인 Nrf2의 발현을 유도함으로써 UVB
로 유도된 HaCaT 세포의 광 손상을 억제하는 것으로 사
료된다. 

Ⅴ. 결 론
 
본 연구에서는 HaCaT 세포에 UVB를 이용하여 광 손

상을 유도하고 PPEE의 COX-2와 MMP-9 억제 효과뿐만 
아니라 염증 전사인자와 상위 신호전달물질의 발현을 
Western blot으로 분석하였다. 또한 제2상 효소 중 하나
인 HO-1과 전사인자인 Nrf2의 발현 또한 분석함으로써 
항산화 효소 유도를 통한 광 손상 억제 효과도 확인하였
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다. 그 결과 UVB에 의해 과발현된 COX-2와 MMP-9의 
발현은 PPEE에 의해 유의적으로 억제되었다. 또한 전사
인자인 AP-1과 신호전달물질인 PI3K/Akt, MAPK의 인산
화 또한 PPEE에 의해 유의적으로 억제되었다. 그리고 
염증을 억제하는 것으로 알려져 있는 항산화 효소인 
HO-1과 전사인자인 Nrf2의 발현은 PPEE에 의해 유의적
으로 유도되는 결과를 확인하였다. 따라서 PPEE는 AP-1

과 PI3K/Akt, MAPK의 활성을 억제하고 HO-1과 Nrf2의 
발현을 유도함으로써 HaCaT 세포에서 UVB에 의한 광 
손상을 억제하는 것으로 생각된다.
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