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요 약: 화장품에 방부제(살균/보존제)로 사용되는 1, 2-hexanediol (HD)로 인한 부작용을 극복하기 위하여, 

Escherichia coli (E. coli)의 β-galactosidase (β-gal)를 이용하여 transgalactosylation 반응으로 1, 

2-hexanediol galactoside (HD-Gal)를 합성하였다. 본 연구에서는 합성된 HD-Gal의 인간 피부세포에 대한 

독성이 어느 정도인지를 HD와 비교하여 관찰하였다. HD-Gal과 HD의 세포독성은 인간 피부각질형성세포

(HaCaT cell line)에 HD와 HD-Gal을 처리한 후, cell proliferation assay를 이용하여 비교 분석하였다. 또한 

이때, 위상차 현미경으로 HD-Gal과 HD로 처리한 세포의 상태를 비교 관찰하였다. 그 결과, HD-Gal은 42.2 

mM에서 211 mM의 농도 범위에서 세포독성이 관찰되지 않았으며, 현미경 관찰에서도 큰 변화를 관찰할 수 

없었다. 그러나, HD의 경우에는 저농도에서(42.2 mM and 84.4 mM)는 세포독성이 관찰되지 않았으나, 고농도

(168.8 and 211 mM)에서 매우 높은 세포독성을 나타내었고, 현미경 관찰에서는 고농도에서는 물론이고, 세포

독성이 관찰되지 않은 HD의 저농도에서도 세포모양과 세포 수에서의 변화가 관찰되었다. 앞으로 세포독성이 

감소된 HD-Gal이 HD의 대체제로서 안전, 건강 및 웰빙 개념의 새로운 용도로 개발될 수 있을 것으로 생각된다.

Abstract: We synthesized 1, 2-hexanediol galactoside (HD-Gal) from HD using Escherichia coli (E. coli) β

-galactosidase (β-gal), in which the reaction is generally called as transgalactosylation (reverse hydrolysis). In this 

study, we investigated how much HD-Gal and HD had a cytotoxic effect on HaCaT cell, in order to compare HD-Gal 

with HD in terms of the cytotoxicity of human skin cell. Cell proliferation assay and phase-contrast microscope ob-

servation were used for investigating the cytotoxicity. As a result, HD-Gal had not cytotoxic effect on HaCaT cell in 

the concentration range from 42.2 to 211 mM. In addition, when we observed the cells using microscopy, there was 

no change in the cell morphology. Meanwhile, when 42.2 mM and 84.4 mM HD were treated on HaCaT cell, we did 

not observe the cytotoxicity; however, when 168.8 mM and 211 mM HD were on HaCaT cell, HD had a higher cyto-

toxic effect on HaCaT cell. In addition, when HD was treated on the cells regardless of the concentration of HD, there 

were obvious changes in cell morphology and cell number. It was expected hopefully that HD-Gal would be applicable 

as a substitute for HD as a less toxic preservative in views of safety, health, and well-being.

Keywords: 1, 2-hexanediol galactoside, human keratinocyte cell line (HaCaT cell), cytotoxicity, β-galactosidase, cosmetic preservative 
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1. 서   론

 

최근 몇몇 보고에서 화장품에 사용 되어지는 방부제

(살균/보존제)로 인하여 발생되어지는 부작용에 대하

여 언급하고 있다. Chlorphenesin (CPN), 2-phenox-

yethanol (PE), HD에 관한 부작용 보고가 있었으며

[1-4], 본 연구팀에서는 그동안 이를 극복하기 위하여, 

galactose 한 분자를 CPN, PE, HD에 결합시킨 galacto-

side 유도체(CPN-gal, PE-gal, HD-Gal)를 합성하여 부작

용 문제를 극복하려 시도했다[5-7]. 이때, E. coli의 β

-gal를 이용하여 고농도의 lactose가 들어 있는 반응 조

건에서 transgalactosylation 반응으로 CPN-gal, PE-gal, 

HD-Gal을 합성하였다. 선행연구를 통하여 galactose 유

도체인 CPN-gal과 PE-gal의 인간 피부세포(HaCaT cell, 

human keratinocyte cell line)에 대한 독성이 CPN과 PE

에 비하여 작다는 사실을 실험적으로 입증하였다. 

HD의 galactoside 유도체인 HD-Gal에 대하여서는 

HD-Gal 합성 확인, 그리고 ethyl acetate (EA)와 silica 

gel chromatography를 이용한 정제 방법에 대한 결과를 

선행 논문에 발표하였다[8,9]. 그리고, galactose가 HD

에 결합하여, 피부세포에 보습력(water holding ca-

pacity)을 증진시킬 수 있다는 것을 실험적으로 밝혔다

[10]. 본 연구에서는 HD-Gal와 HD을 비교했을 때, 

HD-Gal이 인간 피부세포에 어느 정도 독성 감소 효과

를 나타낼 수 있을지를 밝히는 연구를 수행하였다. 

CPN-gal과 PE-gal처럼 HD의 galactose 유도체가 인간 

피부세포에 보다 적은 독성을 보일 것으로 기대하고 

본 연구를 수행하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약 

1 ,2-Hexanediol은 Sigma (USA)에서, β-gal 생산을 

위한 배지는 Beckton Dickinson (New Jersey, USA)에서 

구입하였고, HD-Gal 정제를 위한 silica gel은 Zeochem 

(Uetikon am See, Switzerland)의 ZEOprep 60 (60-200 

µm)을 구입 사용하였다. 기타 본 연구에 사용한 시약

들은 reagent-grade를 사용하였다.

2.2. β-Gal을 생산하는 재조합 대장균

대장균의 araBAD 프로모터 시스템에 의하여 발현이 

조절되는 pBAD/Myc-His/lacZ vector (7.2 kb) (Invitrogen, 

USA)를 사용하여 E. coil MC 1061을 발현 숙주로 하여 

β-gal을 발현하였다. β-gal 유전자는 pBAD/Myc-His 

expression kit의 유전자를 사용하였고, 재조합 E. coil 
제작과 재조합 β-gal을 함유한 E. coil의 배양방법 등

에 대하여서도 선행연구에서 자세히 기록하였다[5-7]. 

2.3. HD-Gal 합성과 정제 

HD-Gal 합성을 위하여 50 mL conical tube에 75 mM 

HD, 4.8 U/mL β-gal, 300 g/L lactose를 넣고(50 mM 

phosphate buffer, pH 7.0), 전체 부피를 40 mL로 맞추

고, shaking incubator에서 37 ℃, 100 rpm 조건으로 48 

h 동안 반응시켰다(반응식은 Figure 1과 같다). 그리고, 

9 mL의 반응액과 9 mL EA를 50 mL conical tube에 넣

어 섞은 후, 물과 EA층으로 분획하여 EA층으로 잔여 

HD를 제거하고, 물 층으로 합성된 HD-Gal을 분획하였

다. 이러한 분획은 총 3회 실시하였고, 나머지 반응액

도 이러한 분획을 계속 실시하여 잔여 HD가 제거되고, 

HD-Gal이 모여있는 물 층만을 모았다. 선행연구와 같

은 조건으로 EA 추출로 모아진 8 mL의 물 층을 silica 

    

Figure 1. Enzymatic synthesis of HD-Gal from HD using β-gal.
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gel chromatography에 loading 하여, 정제를 실시하였고, 

HD-Gal이 포함된 분획을 모아서 rotary vacuum evapo-

rator를 이용하여 순수한 HD-Gal을 농축하였다. 자세한 

조건은 선행연구에 상세히 기술하였다[8-10]. 

2.4. Cytotoxicity Assay와 위상차 현미경 관찰 

Cell proliferation/cytotoxicity assay kit (EZ-CYTOX, 

DoGenBio, Korea)를 사용하여 실험하였다. HaCaT 세

포는 지름이 100 mm 세포배양 접시에서 5% FBS와 

1% (50X) penicillin/streptomycin가 포함된 fresh media 

DMEM (WELGENE, Korea)을 이용하여 CO2 incubator 

(5% CO2, 37 ℃)에서 배양하였다. 세포가 접시의 바닥 면

적의 80-90% 자랐을 때, Trypsin-EDTA 용액(WELGENE, 

Korea)을 이용하여 trypsinization하여 세포를 떼어낸 후, 

원심분리(1,500 rpm, 5 min)를 실시하였다. 그리고, 상

층액은 버리고 pellet만 취하여, 1 mL의 DMEM을 넣어 

다시 현탁 하였다. 그 후, 이 현탁액 100 µL를 96-well 

plate의 각 well 마다 분주하여, CO2 incubator에서 24 h 

배양하였다. 배양한 세포에 HD와 HD-Gal을 10 µL씩 

농도별로 첨가한 후, 12 h, 24 h에 EZ-CYTOX 10 µL 

씩을 각 well에 첨가하였고, 그리고 30 min 동안 CO2 

incubator에서 반응시켜, 450 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 이때, 대조군을 포함하여 HD와 HD-Gal 각 농도

당 3개의 well을 사용하여 실험하였다(n = 3). Relative 

cell viability (%)는 HD 혹은 HD-Gal을 처리하지 않은 

well에서의 흡광도 값으로 HD 혹은 HD-Gal이 첨가된 

well에서의 흡광도를 나누어 주고 100을 곱하여 구하

였다. HD를 처리한 군과 HD-Gal을 처리한 군의 차이

를 통계적으로 비교하기 위하여, student’s t-test를 수행

하였으며. 이때, p 값이 0.05보다 작았을 때, *로 표시하

였다(*p < 0.05). 그리고, 12 h과 24 h에 phase contrast 

microscopy를 이용하여 세포를 관찰하였다.

3. 결과 및 고찰

Galactose가 결합된 HD-Gal의 인체 안전성을 살펴보

기 위해, 인체피부세포인 HaCaT 세포에 다양한 농도

와 시간으로 처리한 후, 세포의 모양 변화 및 세포독성

을 조사하였다. 현미경 하에서 대조군의 피부세포들은 

전형적인 부착성 세포의 형태가 나타나는 반면, HD를 

12 h 동안 처리한 피부세포들의 모양은 부착성이 사라

지는 동그란 형태로의 변화가 관찰되었고, 고농도(211 

mM)의 HD를 처리하였을 경우에는 모양변화뿐만 아니

라 현저한 세포 수의 감소까지 확인되었다(Figure 2A). 

이러한 효과들은 HD를 24 h 동안 처리하였을 경우 더

욱 증가하였다(Figure 2B). 본 연구를 위해 합성된 

HD-Gal을 처리한 경우에서는 모든 농도에서 세포의 

모양 및 세포 수의 변화가 대조군과 비교하여 특별한 

변화를 찾아볼 수 없었다(Figure 2A, B). 

다음으로, 우리는 현미경 하에서 보여지는 세포 수

의 감소가 HD의 세포독성으로 인한 것인지 조사해 보

기 위하여 EZ-CYTOX cell viability assay를 수행하였

다. 고농도(168.8 mM, 211 mM)의 HD는 12 h 만에 피

부세포에 대한 세포독성이 매우 높게 나타나는 반면, 

HD-Gal은 사용된 모든 농도에서 세포독성이 나타나지 

않았다(Figure 3A). 그리고, 24 h이 지난 후, 168.8 mM

과 211 mM의 농도에서는 HD의 세포 독성이 더욱 심

화되는 것으로 관찰되었으나, HD-Gal은 모든 농도에

서 세포독성을 나타내지 않았다(Figure 3B). 결국, 이러

한 결과들은 고농도의 HD 조건에서는 세포독성을 포

함한 피부세포의 생리 기능에 부정적 영향을 줄 수 있

음을 보여주는 것이라 할 수 있다. 본 연구에서 사용된 

HD-Gal은 기존의 HD에 비해 매우 낮은 세포 독성을 

나타내기 때문에 인체 안전성이 요구되거나 담보해야 

하는 화장품을 비롯한 여러 가지 제품에 HD를 대체할 

수 있을 것으로 생각된다. 

(A)

(B)

Figure 2. Microscopic observation using phase contrast 

microscopy of HaCaT cells. Control was not treated with 

hexanediol or hexanediol-gal. Magnification was 40X.
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본 연구에서는 화장품 소재로 사용되기 위한 새로운 

HD의 galactoside인 HD-Gal의 인체 피부세포에 대한 

독성을 조사하였다. 현재 HD는 화장품에 방부제로서 

0.00005%에서 10%의 농도의 범위에서 사용되고 있다

[11]. Figure 3에서 실험한 농도 범위는 HD가 약 

0.5-2.5% 정도이고, HD-Gal은 약 1.2-5.7% 정도이다. 

그러므로, 화장품에서 사용될 수 있는 농도 범위에서 

관찰된 결과라고 할 수 있다. 본 연구에서 나타난 결과

는 고농도(168.8 and 211 mM)의 HD는 매우 높은 세포

독성을 나타내었고, 저농도(42.2 and 84.4 mM)에서는 

대조군과 비교하여 피부세포에 독성을 나타내지 않았

다(Figure 3A, B). HD의 농도 42.2 mM와 84.4 mM에서 

세포에 대한 독성이 없고, 안전하다고 생각될 수 있지

만, 현미경 하에서 보여지는 피부세포의 모양 변화로 

볼 때(Figure 2A, B), 이 농도에서도 피부세포에 대한 

독성이 있다는 알 수 있다. 반면에 HD-Gal의 경우는 

저농도에서는 물론이고, 고농도에서도 피부세포에 대

한 독성이 매우 적게 관찰되었을 뿐만 아니라(Figure 

3A, B), 현미경 하에서 보여지는 피부세포들의 모양이 

대조군과 비슷한 전형적인 부착성 세포의 모습을 나타

내었다(Figure 2A, B).

본 연구팀에서는 선행 연구를 통해 새롭게 합성된 

HD-Gal의 기능성 중에서 항균능력과 보습력에 대하여 

조사하여 보았다[10]. 그 결과, HD-Gal의 세균에 대한 

항균력은 HD에 비하여 전반적으로 감소되었으나, 

HD-Gal의 보습력(water holding capacity)은 HD에 비하

여 증가되는 것으로 관찰되었다. 본 연구팀는 HD-Gal

을 효소반응으로 합성하고, 이를 HA 추출과 silica gel 

chromatography를 이용한 정제 기술을 이미 확립해 놓

은 상태이다[8,9]. 그래서, HD-Gal이 항균력에서는 문

제가 있지만, 보습력이 HD에 비하여 우수하고 인간 피

부세포에 대한 독성이 HD에 비하여 감소된 소재이기 

때문에 이러한 기능성에 맞는 적절한 용도가 개발 되

어질 것으로 기대하고 있다. 앞으로, HD-Gal은 기존 화

장품 소재인 HD의 대체제로서 현재 소비자들의 관심

과 요구사항인 안전, 건강 및 웰빙과 매우 잘 부합될 

것으로 생각된다.

4. 결   론

화장품에 사용되는 방부제(살균/보존제)로 인한 부

작용에 문제를 극복하기 위하여 합성된 HD-Gal의 세

포독성을 HD와 비교 관찰하였다. HaCaT cell에 대한 

세포독성 연구 결과, HD-Gal은 42.2 mM에서 211 mM

의 농도 범위에서 세포독성이 관찰되지 않았으며, 현

미경 관찰에서도 큰 변화를 관찰할 수 없었다. 그러나, 

HD의 경우에는 저농도에서(42.2 Mm and 84.4 Mm)는 

세포독성이 관찰되지 않았으나, 고농도(168.8 and 211 

mM)에서 매우 높은 세포독성을 나타내었고, 현미경 

관찰에서는 고농도에서는 물론이고, 세포독성이 관찰

되지 않은 HD의 저농도에서도 세포모양과 세포 수에

서의 변화가 관찰되었다. HD와 비교하여 볼 때, 세포

독성이 감소된 HD-Gal이 HD의 대체제로서 안전, 건강 

및 웰빙의 개념의 새로운 용도로 개발될 수 있을 것으

로 생각된다.

(A)

(B)

Figure 3. Cell viability assay (EZ-CYTOX) for HaCaT cells 

(*p < 0.05).
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