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서 론

피부는 외부로부터 몸을 보호하는 역할을 하며, 인체에서 가

장 큰 기관이다. 피부는 크게 표피와 진피로 구분되며, 표피는 

각질 형성 세포로 분화 전도에 따라 기저층, 유극층, 과립층, 각
질층으로 나뉜다(Benson, 2012). 피부 장벽의 주요 단백질은 

filaggrin (FLG), involucrin(IVL), loricrin(LOR) 및 ceramide로 구

성되어 있으며, 각질층에 존재한다(Howell et al., 2009; Imokawa 
and Ishida, 2014; Kim et al., 2008). 또한 표피층에 존재하는 

tight junction을 구성하는 단백질은 claudin, occludin, zonula 
occludens proteins(ZO)-1 등이 있다(Bäsler and Brandner, 2017; 

Bäsler et al., 2016). 하지만, 피부 장벽의 붕괴는 외부 물질의 

유입으로 인해 피부 하층의 대식세포, T 세포 등의 면역세포 

활성화를 도모함으로써 염증 환경을 조성한다(Bäsler and 
Brandner, 2017). 하여, 이는 염증 환경의 조성으로 인해 아토

피피부염과 건선 등의 피부질환의 원인이 된다. 최근 연구에 

따르면, FLG, LOR, 및 ceramide 등의 피부 장벽 단백질들의 유

지를 통해 건선 병변의 완화에 도움을 준다는 흥미로운 결과를 

보여준다. 또한, 각질 세포에서 활성화된 STAT3에 의해 피부 

장벽 기능이 붕괴되어 건선과 유사한 피부질환이 발생함을 확

인한 바 있다(Sano, 2015). 일반적으로 피부질환 치료를 위해 
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Abstract

The skin is the largest organ that blocks invasion to the outside. Due to external stimuli, the skin barrier collapses and 
immune function abnormalities occur. This leads to skin diseases such as atopic dermatitis and psoriasis. Through this 
study, we attempted to develop a natural material that can be used for various dermatitis diseases. In this study, the 
gene expression of skin barrier-related proteins was confirmed using tumor necrosis factor-α/interferon-γ-stimulated 
HaCaT cells through real-time PCR. As a result, it was confirmed that the gene expression of skin barrier-related pro-
teins and ceramide-related proteins was improved by the ABE-M. In this study, it was confirmed that the gene ex-
pression of filaggrin, involucrin, and loricrin, which are skin barrier-related proteins, was improved by ABE-M, and it was 
confirmed that the gene expression of the tight junction-related proteins, occludin and zonula occludens proteins-1, was 
also increased. As such, it is expected that ABE-M can be used as a material for skin inflammation such as atopic 
dermatitis.
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스테로이드 제제 및 항히스타민제제 등을 사용하나, 사용 기간

에 따른 피부 부작용을 초래한다(Arellano et al., 2007; Hajar 
et al., 2015). 따라서 안전하고 효과적인 치료제 연구가 필요하

며, 이를 위해 천연 소재를 이용한 소재 발굴을 하고자 한다.
개머루덩굴은 포도과 개머루 속에 속하는 낙엽성 덩굴 식물

로, 아시아와 북미 동부, 멕시코, 과테말라에 널리 분포하여 자

생한다(Byng, 2014). 개머루 덩굴의 전통 약용은 허준의 동의

보감과 중국의 한약서에 잘 기록되어 있다(Yan et al., 2018). 
개머루 덩굴의 효능은 개머루덩굴의 메탄올 추출물은 리놀산 

과산화와 플라스미드 DNA 산화를 억제 시켰으며(Wu et al., 
2004), 개머루덩굴의 에탄올 추출물은 항산화능이 있으며(Rhim 
and Choi, 2010), JAK2/STAT3의 신호전달을 억제 통해 항 염

증 활성이 보고되었다(Jang et al., 2018). 또한, 개머루 덩굴 에

탄올 추출물이 아토피 피부염의 염증 억제하는 등의 약리 활성

이 보고되었다(Choi et al., 2019). 앞선 연구에 따라, 피부염의 

완화는 피부 장벽 유지와 연관이 있음이 보고되었기에, 본 연

구를 통해 개머루덩굴의 피부 장벽 유지 효능을 확인함에 따라 

치료제로서의 소재 가능성뿐만 아니라, 다양한 적용점을 제시

하고자 수행되었다. 

재료 및 방법

재료 준비

개머루 건조 줄기 39 kg을 추출기에 넣고 55% 주정 468 L
를 가하여 78℃에서 9시간 추출한 다음, 1 μm 카트리지 필터를 

이용하여 여과하고 고형분 함량 20%가 되도록 농축하였다. 개
머루 덩굴 추출물의 성분비가 추출물 80%, 부형제 20%가 되도

록 적정량의 부형제(말토덱스트린, ㈜대상)를 넣어 혼합하고 분

무 건조하여 4.8 kg의 개머루 덩굴 추출물(제조번호: JY206M 
M210930)을 얻었으며, 수율은 12.3%로 나타내었다.

세포 배양

인간 각질세포주인 HaCaT 세포는 Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium(DMEM, Gibco, Grand Island, NY, USA), 10% fetal 
bovine serum(FBS, Gibco), 1% penicillin/streptomycin을 배합

한 배지에 의해 배양되었으며, 5% CO2를 지속해서 공급하는 

37℃ 배양기 내에서 유지되었다.

실시간 중합효소 연쇄반응

세포의 RNA 는 TRIzol 에 의해 추출하였다. 1 μg 의 RNA
를 PrimeScript 1st strand cDNA synthesis kit(Takara Bio, 
Shiga, Japan)를 이용하여 cDNA 를 합성하였으며, 유전자 발현

을 비교 측정하기 위해 Real-time PCR 을 진행하였다. 실험이 

사용된 특정 Taqman Gene expression assay 는 다음과 같다: 
FLG(Hs00856927_g1), IVL(Hs00846307_s1), LOR(Hs0189496 
2_s1), occludin(Hs05465837_g1), ZO-1(Hs01551867_m1), SPT1 
(Hs00272311_m1), SPT2(Hs01027014_m1), Ceramidase(ASAH2, 
Hs01015655_m1).

통계 분석

연구 자료의 분석을 위해 Prism 5 소프트웨어 프로그램(Graph-
Pad Software, San Diego, CA, USA)을 이용하였으며, 등분산

가정하에 p<0.01로 유의 수준을 정하였다.

결 과

Improvement of skin barrier function of Ampelopsis 
brevipedunculata (Maxim.) Trautv extract

우리는 각질세포인 HaCaT 세포에서 개머루 덩굴 추출물이 

주요 피부 장벽의 단백질 발현에 미치는 영향을 조사하였다. 
Fig. 1과 같이 피부 장벽 단백질인 FLG, IVL, 및 LOR의 유전

자 발현은 대조군 세포에 비해 tumor necrosis factor(TNF)-α
/interferon(IFN)-γ로 감작 처리한 세포에서 유의하게 감소하였

다. 그러나 개머루 덩굴 추출물 처리그룹에서는 농도의존적으

로 회복되는 것을 확인하였다. 이는 개머루 덩굴 추출물이 피

부 장벽 단백질을 회복 능력이 있는 것으로 나타나고 이에 밀

착 접합 주요 요인을 분석하였다.

Tight junction improvement effect of Ampelopsis brevipe-
dunculata (Maxim.) Trautv extract

밀착 접합은 피부 장벽으로서 각질층과 보완적인 기능을 수

행하는 것으로 보고되어 있는데, 본 연구에서는 이러한 밀착 

접합을 구성하는 occludin 및 ZO-1 단백질의 발현에 개머루 덩

굴 추출물이 미치는 영향에 대해 조사하였다. Occludin, ZO-1
의 분석 결과, 대조군에 비해 TNF-α/IFN-γ 처리군에서 유의하

게 감소하였고, 개머루 덩굴 추출물 처리 그룹에서 농도의존적

으로 회복하는 현상을 확인하였다(Fig. 2).

Ceramide-improving effect of Ampelopsis brevipedunculata 
(Maxim.) Trautv extract

Ceramide 합성을 조절하는 효소인 serine palmitoyltrans-
ferase(SPT) 1, 2의 유전자 발현은 대조군에 비해 TNF-α/IFN-γ 

처리군에서 유의하게 감소하였고, 개머루 덩굴 추출물 처리시 유

의적으로 발현량이 증가함을 확인하였다(Fig. 3). 또한, ceramidase
의 유전자 발현은 대조군에 비해 TNF-α/IFN-γ 처리시 증가한 

반면, 개머루 덩굴 추출물 처리 그룹에서 농도의존적으로 감소

되었다. 
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고 찰

인체의 항상성 유지에도 매우 중요한 신체 기관 중 일부인 

피부는 외부환경의 다양한 자극으로부터 신체를 보호(Yoon et 
al., 2013)하는 것으로 잘 알려져 있는데, 과도한 자외선 노출, 
미세먼지, 미생물의 번식 등의 외부 자극은 피부 세포의 DNA 
돌연변이, 세포막 및 단백질 손상, 노화, 면역 기능 이상 등의 

문제점을 야기한다. 이러한 결과들은 특히 두드러기, 건선, 습
진, 접촉성 피부염, 아토피 피부염과 같은 염증성 피부질환으로 

이어지는 것으로 알려져 있다(Benson, 2012). 피부에 염증 자극

이 발생하면 면역 세포인 대식세포가 활성화되어 nitric oxide, 
prostaglandin E2, TNF-α, 및 interleukin(IL) 같은 염증반응의 

유발인자들이 분비된다(Saha et al., 2017). 또한 피부염 환자 

피부에서는 피부 장벽 약화 및 보습 기능 저하가 흔히 관찰

(Morita and Miyachi, 2003)되는데, 일반적으로 피부 장벽 조절

과 보습에는 tight junction이 직접적으로 관여한다. 대표적인 tight 
junction 단백질인 claudin과 occludin 단백질은 transmembrane 
domain을 포함하고 있어 세포막 내에 존재하고, ZO-1 그리고 

ZO-2 단백질이 함께 결합하여 신호 전달에 관여하는 것으로 

알려져 있으며, 수분 또는 이온들의 이동을 조절(González- 
Mariscal et al., 2003; Tsukita et al., 2001)한다. 이는 아토피 피

부염 같은 염증성 피부질환에서 피부 장벽 보호 지표 물질로 

볼 수 있다. 본 연구에서 외부 자극에 의한 붕괴된 피부 장벽의 

개선 효과를 확인한 결과, 피부 장벽 기능을 이루는 단백질인 

FLG, IVL, 및 LOR이 HaCaT 세포에서 TNF-α/IFN-γ 처리에 

Fig. 1. Effect of ABE-M on gene expression level of skin barrier proteins in TNF-α/IFN-γ-stimulated HaCaT cells. 
HaCaT cells were pretreated with 10, 30, and 60 mg/mL of ABE-M for 1 hour before the stimulation. Then, 
HaCaT cells were stimulated with TNF-a/IFN-g for 24 h, and RNA was extracted from the cells using TRIzol 
reagent. The level of skin barrier proteins were measured by real-time qPCR. *p<0.05, **p<0.01 compared with 
the TNF-a/IFN-g-stimulated group. FLG, filaggrin; IVL, involucrin; LOR, loricrin; TNF, tumor necrosis factor; IFN, 
interferon.

Fig. 2. Effect of ABE-M on gene expression level of tight junction proteins in TNF-α/IFN-γ-stimulated HaCaT 
cells. HaCaT cells were pretreated with 10, 30, and 60 mg/mL of ABE-M for 1 hour before the stimulation. Then, 
HaCaT cells were stimulated with TNF-a/IFN-g for 24 h, and RNA was extracted from the cells using TRIzol reagent. 
The level of skin barrier proteins were measured by real-time qPCR. *p<0.05, **p<0.01 compared with the TNF-a/ 
IFN-g-stimulated group. OCLN, occludin; TJP1, tight junction protein 1; TNF, tumor necrosis factor; IFN, interferon.
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의해 무처리군 대비 현저히 감소했으나, 개머루 덩굴 추출물에 

의해 농도의존적으로 증가되는 것을 확인할 수 있었고(Fig. 1), 
Tight junction 단백질인 occludin, ZO-1의 유전자 발현이 개머

루 덩굴 추출물에 의해 증가되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2).
Ceramide는 지질 분자의 하나로써, 피부 장벽을 유지하고 각

질 세포 간의 구조적 안전성을 유지하는데 중요한 역할을 수행

하는 것으로 알려져 있다(Elias and Menon, 1991). 또한, 각질 

형성 세포의 외부를 둘러싸고 있는 대표적인 수분 보유 물질로 

아토피성 피부염에서는 ceramide가 감소한다고 보고되어지기 

때문에 ceramide 생성 및 유지는 아토피 피부염 치료의 중요한 

요인으로 작용될 수 있다(Imokawa and Ishida, 2014). 이러한 

ceramide는 단백질 및 인지질의 분해 과정에서 얻어지는 serine
과 palmitoyl-CoA과의 결합 후 SPT에 의해 합성되며, 이후 

sphingosine 대사과정을 거쳐 ceramidase에 의해 sphingosine과 

fatty acid로 분해된다(Hong et al., 2007). 따라서, 피부질환에서 

SPT의 level은 피부 장벽의 손실 정도를 나타내는 중요한 척도

로 사용될 수 있기 때문에, 본 연구에서는 TNF-α/IFN-γ 처리에 

의해 염증 환경이 조성된 HaCaT 세포에서의 SPT level을 분석

하였고 결과로 SPT level이 유의적으로 저하되는 것을 확인할 

수 있었고, 개머루 덩굴 추출물 처리에 의해 회복되는 것을 확

인하였으며, ceramidase 또한 개머루 덩굴 추출물 처리에 의해 

저해되는 것을 확인하였다(Fig. 3). 이는, 개머루덩굴이 SPT의 

활성을 유지시키고 ceramidase를 억제함으로써 피부 장벽을 유

지시킴에 도움을 줄 수 있음을 시사한다. 이처럼 본 연구에서 

사용한 개머루 덩굴 추출물은 피부 장벽을 강화하고 수분 함량 

또한 증가됨으로써 피부질환 개선을 위한 천연물 소재로의 활

용 가능성이 매우 높을 것으로 예상되지만 이를 증명하기 위해 

세포모델에서의 기전연구와 인공피부를 활용한 추가적인 연구

가 필요하다.
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