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서   론

    피부는 신체에서 가장 큰 기관으로 외부 해로운 환경으로부터 

신체를 보호하는 역할을 담당한다. 많은 환경적, 유전적 인자가 피

부질환을 일으키지만, 태양광선 중 자외선은 피부손상을 유도하는 

대표적인 환경 인자이다. 자외선은 피부의 구조와 기능에 상당한 위

험을 줄 수 있다. 자외선에 노출되는 피부의 상태와 자외선의 유형 

및 조사량에 따라 피부 화상, 홍반, 부종 등의 국소 염증, 면역억제 

및 심할 경우 피부암까지도 유발할 수 있다1). 지속적인 자외선에 

대한 노출은 색소침착, 피부 주름, 탄성의 감소, 피부의 상처치유지

연 등을 특징으로 하는 광노화를 초래한다2,3). 자외선으로 인한 다

양한 피부 손상 가운데 광노화와 피부암은 가장 큰 관심사이다4).

    광노화란 정상적인 노화의 과정에서 나타나는 피부의 변화에 

만성적인 자외선에 대한 노출로 인한 손상이 더해진 결과 나타나는 

피부의 노화를 말한다. 광노화의 과정을 거친 피부의 결합조직의 

변형은 피부의 외관과 기능을 감퇴시킨다. 

    광노화를 일으키는 기전으로 UV-A(320~400 nm) 및 UV-B 

(290~320 nm) 노출에 의한 세포 내 활성산소의 발생과, 염증성 전

사인자의 활성화로 보고되고 있다. 자외선의 조사는 활성산소를 만

들어내고 이들은 세포표면의 다양한 수용체를 활성화시킨다5). 수용

체가 활성화되면 세포 내 스트레스 신호가 활성화되고 결국 전사인

자를 활성화시켜 염증반응을 촉진하고 세포내 기질을 파괴시키는 

금속기질단백분해효소 (matrix metalloproteinase; MMP)와 같은 

효소를 생산함으로써 피부결합조직의 손상을 초래한다6-8).

    이러한 UV에 의한 광손상 (photodamage)을 억제하고자 

photochemoprotection의 개념이 등장하였다9). 광노화는 현대 피

부과학에서 해결되지 못한 문제로 남아 있으며, 광노화의 병리기전

과 치료방안에 대한 메타분석 결과 UV와 피부사이의 상호작용 예
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방, 즉 물리적 보호/ UV로부터 받은 손상 경감 또는 기존의 광노

화 증상을 개선하는 방안이 제시되고 있다10). 

    식물이나 한약 추출물 등 천연물을 기반으로 하는 피부노화 및 

광노화방지 시장은 지속적으로 성장하고 있다11). 물푸레나무 껍질

인 秦皮는 味가 苦하면서 性이 寒하고 澀하여 淸熱燥濕하는 가운

데 收斂시키는 효능이 있어 風寒濕痹를 치료하며12), 東醫寶鑑에서

는 肝의 오랜 열기로 두 눈에 피가 지고 부으면서 아픈 것과 바람

을 맞으면 눈물이 계속 흐르는 것을 낫게 하며 눈에 생기는 푸른 

예막, 흰 예막을 없앤다고 기록되어 있다13). 秦皮의 주요 성분인 

esculetin 항산화, 항염 효능이 있어 다양한 세포에서 산화적 손상

으로부터 세포보호 작용을 하는 것으로 보고되었다14-17). 

    ZnO는 화장품, 제약, 식품첨가물 등 많은 산업에서 다용되는 

신소재로서 안전성과 저비용, 생체분자 감지에 유리한 넓은 밴드 

갭 반도체의 특성을 가지고 있어서 나노의학분야에 높은 관심을 받

고 있는 물질이다18-20). 

    본 연구에서는 메타분석 결과 광노화의 예방과 치료에 관한 큰 

두 가지 접근, 즉 UVB로부터의 물리적 보호와 UV에 의한 피부의 

광노화 손상을 경감시키는 전략을 동시에 꾀하고자, 기존에 자외선 

차단제에 응용되고 있는 산화 아연을 microsphere구조로 제조한 

후 항산화 및 항염증효능이 있는 진피추출물인 esculetin을 담지시

켜 위의 두 가지 효능을 동시에 갖춘 한방 외용제를 만든 후, 광손

상 억제 효능과 기전을 실험하여 유의미한 결과를 도출하였기에 보

고하는 바이다. 

재료 및 방법

1. ZnO microsphere의 조제와 esculetin의 담지 

    ZnO microsphere는 가운데 구멍이 있는 나노/마이크로 cage 

모양을 갖는 구조로서(Fig. 1) 비표면적이 넓어서 약재코팅과 주입이 

가능한 구조이다. 나노 구조 제조방법은 기상법과 용액법이 있는데, 

본 연구에서는 기상법과 저온 용액법을 혼용하여 사용하였다. Zinc 

nitrate hexahydrate [Zn(NO3)2·6H2O], hexamethylenetetramine

[HMTA; C6H12N4], sodium citrate tribasic [C6H5Na3O7·2H2O], 

ammonia solution [NH4OH]는 Sigma Aldrich에서 구입하였다. 

ZnO sphere구조는 0.02M의 zinc nitrate hexahydrate와 HMTA

를 100 ml의 물에 녹인 후 0.005 M의 sodium citrate tribasic을 

첨가하여 상온에서 녹였다. 녹인 용액을 환류반응기 Si (100)기판

으로 옮기고 80 ℃에서 1시간 동안 환류시킨 후 착색된 백색의 착

색물을 다음 단계에 사용하였다. ZnO microsphere는 0.01 M의 

zinc nitrate hexahydrate와 HMTA를 100 ml의 물에 녹인 후 

0.002 의 sodium citrate tribasic을 첨가하여 10분간 녹였다. 녹

인 용액을 다시 환류반응기에 옮기고, 80℃에서 15, 30, 45, 60, 

75 분간 반응 시간을 다양하게 하였다. 용액의 pH는 NH4OH를 이

용하여 9로 맞추었다. ZnO microsphere 구조형태는 필드방사주

사 전자현미경 (FESEM)과 투과전자현미경 (TEM), 고해상도전자현

미경 (HRTEM)에 의하여 관찰하였다. 합성된 ZnO microsphere 

결정상은 X선 회절계로 측정하였다. ZnO microsphere에 

esculetin을 담지하는 방법은 ZnO microsphere를 esculetin에 

넣어서 담지시키는 방법을 사용하였으며, 상압 담지법과 진공 담지

법을 이용하였다. 

2. 실험동물 및 처치

    7주령 수컷 SKH-1 hairless mice는 오리에트바이오에서 구입

하여 항온항습 (22 ± 2℃, 65 ± 2%) 조건을 유지하며 1주일간 사

육실에서 적응시킨 후 사용하였다. 동물실험은 부산대학교 동물실

험윤리위원회의 승인(PNU-2012-0186)을 받아 실시하였다. 군당 3

마리의 동물을 배정하여 다음과 같이 5개의 실험군으로 나누어 실

험을 진행하였다. 1군: Vehicle (기본로션)도포군/ 2군: Vehicle도

포 30분 후 UVB 조사/ 3군: Vehicle+ Esculetin 도포 30분 후 

UVB조사 / 4군: Vehicle + ZnO MS 도포 30분 후 UVB조사/ 5

군: Vehicle + Esculetin 담지한 ZnO MS 도포 30분 후 UVB조

사. Esculetin 및 ZnO MS, EZnO는 각각 1%의 농도로 vehicle에 

녹여 사용하였다. 2 - 5군의 동물들의 UVB조사는 avertin으로 마

취한 후 눈을 가리고 등 부위에 조사하였고, 최초 조사량은 300 

mJ/cm2로 하였고, 3일 후 다시 300 mJ/cm2, 이어서 3일 후에 최

종 400 mJ/cm2 를 조사하였고, 3일 후 hairless 생쥐를 희생시킨 

후 등 피부조직을 채취하였다. UVB조사 장치는 BLX-254 (VIVER, 

FRANCE)를 이용하였다.  

3. 피부조직의 H&E, Van Gieson염색 및 면역조직화학 염색

    피부조직은 Bouin solution에 24시간 고정시킨 후 탈수, 파라

핀 포매를 거친 후, 7μm의 두께로 자른 후 슬라이드 글라스에서 

얹고, xylene으로 파라핀을 제거한 후 hematoxylin & eosin 

(H&E) 염색을 시행하였다. 또 진피층내 교원질섬유의 변화를 관찰

하고자 Van Gieons’s 염색 시행하였다. 또한 피부조직내 비만세포

의 활성을 관찰하고자 비만세포 과립에 존재하는 tryptase에 대한 

면역조직화학 염색을 시행하였다. 

4. 총 RNA 추출과 RT-PCR

    피부조직에서의 RNA의 추출은 Trizol reagent (Invitrogen, 

CA, USA)를 이용하였다. 추출한 RNA는 spectrophotometer를 이

용하여 정량한 후 M-MLV reverse transcriptase (Promega, WI, 

USA)를 이용하여 cDNA를 합성하였고, 이후 MMP-9, TNF-α, IL-1

β, GAPDH에 대한 primer를 제작한 후 PCR방법으로 증폭하였다. 

본 실험에서 이용된 primer는 Table 1과 같다. 증폭된 PCR 결과물

은 1.0% agarose gel에 전기영동을 시행한 후 GelDoC Imaging 

System (UVP, Upland, CA, USA)를 이용하여 저장하였다.

Table 1. List of primers used in this study

Primer Primer Sequence
Product Size 

(bp)
Accession No.

MMP-9
F 5-CTCTGCTGCCCCTTACCAG-3

281 NM_013599.4
R 5-AGGTTTGGAATCGACCCACG-3

TNF-α
F 5-AGGCACTCCCCCAAAAGATG-3

213 NM_001278601.1
R 5-CCACTTGGTGGTTTGTGAGTG-3

IL-1β
F 5-GCCACCTTTTGACAGTGATGAG-3

289 NM_008361.4
R 5-CCATGAGTCACAGAGGATGGG-3

GAPDH
F 5-CCCTTAAGAGGGATGCTGCC -3

263 NM_001289726.1
R 5- ACTGTGCCGTTGAATTTGCC -3
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결    과

1. ZnO microsphere 제조 및 한약추출물 담지

    Fig. 1, 2에서 보는 바와 같이 open되어 있는 항아리구조의 

ZnO를 제조하고(Fig. 1A, 1B), 한약재 추출물에 담지시켰다(Fig. 

1C, 1D). TEM 분석을 통해 ZnO microsphere의 hollow 

space(Fig. 2A)가 한약재추출물로 완전히 채워져 있음을 확인하였

다(Fig. 2B).

  

  

Fig. 1. Field Emission- Scanning Electron Microscope (FE-SEM) images 

showing the opened ZnO hollow microsphere (MS) (A), (B) and 

opened ZnO hollow MS soaked with esculetin (C), (D).

  

Fig. 2. Transmission electron microscopy (TEM) images showing 

unsoaked ZnO hollow microsphere (MS) (A), ZnO hollow microsphere 

(MS) soaked with esculetin (B).

2. Esculetin을 담지한 ZnO MS의 UVB로 유도한 Sunburn에 미

치는 효능 관찰(In vivo)

    UVB로 인한 Sunburn 모델을 만들기 위하여 SKH-1 

hairless mice를 사용하였다. SKH-1 mice를 다섯 군으로 나누어 

실험을 진행하였다. Olive oil 500ml을 가열하여 50g의 밀납을 섞

어 외용 Vehicle을 만들었고, Vehicle에 esculetin, ZnO MS, 

esculetin을 담지한 ZnO MS를 섞어서 외용제를 제작하였다(1% 

농도). 우선 모든 군의 hairless 생쥐는 avertin으로 마취한 후 등

에 외용제를 도포하였다. 첫째 군은 Vehicle만을 도포하고 UVB는 

조사하지 않았고 (Fig. 3. N), 둘째 군은 Vehicle 도포 후 UVB조

사, 셋째 군은 Vehicle + Esculetin도포 후 UVB조사, 넷째 군은 

Vehicle + ZnO MS 도포 후 UVB조사, 다섯 째 군은 Vehicle+ 

esculetin 담지한 ZnO MS 도포 후 UVB조사를 하였다(Fig. 3).

Fig. 3. SKH-1 hairless mice were divided into five groups. The first 

group of mice was received only vehicle without UVB irradiation(N), 

second to fifth group of mice was received each sample to their dorsal 

skin for 30 min, before the UVB irradiation.

3. H&E 및 Van Gieson 염색 소견

    H&E, Van Gieson 염색을 통해 표피-진피결합부위에서 교원섬

유의 변화를 관찰하였다(Fig. 4, 5) UVB를 조사하지 않은 정상군(N)

의 표피 밑의 진피층(특히 유두층)에는 교원질 섬유가 촘촘히 띠 모

양으로 존재하고 있었고(Fig. 4. N), acid fuschin에 대한 강하게 

염색된 교원섬유가 관찰되었으나(Fig. 5. N) UVB를 조사한 양성 대

조군(C)의 교원질 섬유는 현저히 감소되어 있었고(Fig. 4. N), acid 

fuschin에 미약하게 염색되었다(Fig. 5, C). 그러나 esculetin, ZnO

와 EZnO도포군의 진피 유두층에서는 대조군에 비하여 비교적 온전

한 교원질 섬유가 관찰되었고, acid fuschin에 대하여도 비교적 강

한 염색반응이 관찰되었다 (Fig. 4, 5, E, ZnO, EZnO). 이는 

esculetin, ZnO와 EZnO가 표피-진피결합부위에서 교원섬유 단백질

의 분해를 억제하여 주름생성을 억제할 수 있음을 시사하는 바이다.

Fig. 4. Histological changes in the dorsal skin of SKH-1 mice exposed 

to 300mJ/㎠ UVB irradiated experimental groups(C, E, ZnO, EZnO) 

and non-irradiated normal group (N)(H&E stain, x200). UVB irradiation 

resulted in denaturation of collagen fibers in the dermis of the dorsal skin 

of SKH-1 mice, and esculetin, ZnO, and EZnO application effectively 

inhibited denaturation of collagen fibers due to UVB.
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Fig. 5. Histological changes in the skin of SKH-1 mice exposed to 

300mJ/㎠ UVB irradiated experimental groups (C, E, ZnO, EZnO) and 

non-irradiated normal group (N) (Van Gieson staining, x200). In Van 

Gieson staining, it was confirmed that the denaturation of collagen fibers 

induced by UVB was effectively inhibited in E, ZnO and EZnO application 

groups as in the above H & E staining.

Fig. 6. Immunohistological changes of mast cell tryptase in dorsal 

skin of SKH-1 mice exposed to UVB irradiated experimental groups 

(C, E, ZnO, EZnO) and non-irradiated normal group (N)(mast cell 

tryptase immunohistochemical stain, x200) (A). ZnO and EZnO 

treatment significantly suppressed the expression of mast cells in the 

dermis elicited by UV irradiation (B). Values are represented as the mean 

± SD. ***p < 0.001, **p<0.05 indicates significant differences from the 

control group.

4. Mast cell tryptase에 대한 면역염색반응

    SKH-1 hairless mice의 피부조직내 진피층의 비만세포내 분

비과립을 관찰하기 위하여 mast cell 과립에 존재하는 tryptase 

에 대한 면역조직화학 염색을 시행하였다. Mast cell tryptase 양

성 비만 세포는 UVB를 조사하지 않은 정상군의 진피층에서는 미

약하게 발현되었으나(Fig. 6, N), UVB를 조사한 양성 대조군의 진

피층에서는 N군에 비해 다수의 세포들이 관찰되었다(Fig. 6, C). 

실험군에서는 대조군보다는 tryptase양성 세포들이 적었으며, 특히 

EZnO 도포군에서 Mast cell tryptase에 대한 면역염색 반응이 가

장 두드러지게 감소하였다(Fig. 6, EZnO).

5. UVB로 유도한 염증성 사이토카인, 기질단백분해효소의 mRNA 

발현 억제

    ZnO MS 에 담지한 esculetin 외용제의 보호기전을 관찰하고

자, 다섯 군의 hairless mouse의 등피부에서 전체 RNA를 추출하

였다. 정량 후 역전사효소를 이용하여 cDNA를 만든 후 MMP-9, 

TNF-α, IL-1β에 대한 primer를 이용하여 PCR 반응을 하였다. 내

부 대조 유전자로는 GAPDH를 이용하였다. RT-PCR을 시행한 결과 

기질단백분해효소 MMP-9과 염증성 사이토카인인 TNF-α의 발현은 

ZnO MS에 담지한 esculetin를 도포한 군의 등 피부에서 가장 적

었으나, IL-1β는 ZnO MS 자체의 효과가 더 우수하였다 (Fig. 7). 

Fig. 7. EZnO’s effects on the mRNA expression of MMP-9, TNF-α, 

and IL-1β. EZnO treatment markedly inhibited the mRNA expression 

of MMP-9, TNF-α, and IL-1β (A). Each sample was topically applied to 

the dorsal skin of hairless mice 30 min before the irradiation of UVB (300 

mJ/cm2). The bar graphs show the percentages of the band intensities 

normalized to GAPDH for individual samples. Values are represented as 

the mean ± SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p < 0.001 indicate significant 

difference from the NT group; statistical analyses were by ANOVA (B).

고    찰

    야외활동의 증가와 환경의 변화로 인하여 자외선에 노출되는 

양이 늘어남에 따라 피부노화와 피부암의 발생 또한 증가하고 있

다. 자외선에 만성적인 노출은 피부화상, 백내장, 피부의 광노화, 

면역억제, 피부암 발생에 이르기까지 인체의 피부에 방대한 손상을 

유발한다. 다양한 손상 가운데 피부광노화와 피부암의 발생은 가장 

큰 관심사이다. 자외선에 대한 차단은 자외선에 대한 보호대책 가

운데 가장 우선적으로 고려하는 전략이다. 자외선에 의한 광노화의 
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억제하려면 자외선에 대한 노출을 최소화해야 하며, 자외선에 노출

된 이후의 이차 반응인 산화적 손상을 억제해야 한다. 

Photochemoprevention은 한약이나 천연물에 존재하는 항산화물

질을 복용하거나 피부에 도포함으로써 피부의 광노화와 피부암을 

줄이기 위한 방안으로 주목받고 있다. 

    자외선 차단제로 널리 사용되는 미네랄인 산화아연(zinc 

oxide; ZnO)은 자외선 손상을 효율적으로 차단하며, 피부자극이 

없어 과민반응을 초래하지 않는 장점이 있다21). 진피의 성분인 

esculetin은 항산화효능으로 잘 알려져 있으며14), 인간의 진피 섬

유모세포에서 UVB로 유도한 자유라디칼을 강력하게 억제하는 효능

이 있다15). 

    본 연구는 안전성이 우수한 산화아연 미립구 (nano or micro 

sized microsphere)에 항염 및 항산화활성을 가진 한약 추출 물질

인 esculetin을 함입한 외용제를 제작하여, UV를 차단함과 동시에 

UV로 인한 염증세포의 침윤, 염증성 사이토카인 분비, 활성산소를 

제거하는 이중효과를 통하여 광노화를 억제하는 효과를 확인하고자 

하였다.

    본 연구에서는 산화아연 미립구에 esculetin을 담지하여 만든 

외용제를 hairless mouse의 등피부에 바르고 30분 후, UVB를 조

사하여 이들이 UVB로 인한 피부의 광노화를 효율적으로 방어하는

지에 대한 synergy effect를 조사하였다. 광노화예방에 대한 효능

을 관찰하고자 UVB로 인한 피부에서의 주름형성에 핵심 진단 표적

인 진피의 교원질 섬유의 변화를 피부조직검사를 통하여 확인하였

다(Fig. 4, 5). H&E 염색과 Van Gieson 염색을 통하여 Esculetin

만을 도포한 군 (E)과, ZnO MS 만을 도포한 군 (ZnO), ZnO MS 

에 esculetin을 담지하여 도포한 군 (EZnO)의 피부조직의 교원질 

섬유의 변화를 비교한 결과 세 군에서 모두 UVB로 인한 교원질 섬

유 파괴가 억제되어 있음을 확인할 수 있었으나, esculetin보다는 

ZnO, EZnO를 도포한 군에서의 교원질 섬유 파괴 억제가 조금 더 

우수함을 확인할 수 있었다(Fig. 4, 5 E, ZnO, EZnO).

    우리는 이어서 같은 피부조직에서 피부홍반과 염증반응에 중요

한 역할을 담당하는 진피조직 내 비만세포의 활성을 면역조직화학

염색을 통하여 관찰하였다. H&E 염색과 Van Gieson 염색을 통한 

관찰과 같이 esculetin 도포군보다는 ZnO, EZnO를 도포한 군에서 

비만세포의 발현이 감소되어 있었으며, 흥미롭게도 ZnO 도포군보

다 EZnO 도포군에서 비만세포의 발현이 두드러지게 감소되어 있

음을 확인하였다(Fig. 6A). 이에 UVB로 인한 피부염증 반응에서 

나타나는 급성 염증성 사이토카인인 TNFα, IL-1β22)와 피부주름형

성에서 있어서 교원질을 분해함으로써 핵심적인 역할을 하는 것으

로 알려진 기질단백분해효소 MMP-923)의 mRNA발현을 hairless 

mouse의 등피부조직을 떼어내어 RT-PCR기법으로 관찰하였다. 관

찰한 결과 Fig. 6의 결과와 같이 UVB로 증가된 피부조직내 TNF

α, IL-1β 그리고 MMP-9의 mRNA의 발현은 EZnO 도포군에서 가

장 적었다(Fig. 7). 이는 esculetin을 ZnO MS에 담지하였을 때 

UVB에 대한 피부손상의 방어에 시너지 효과가 있음을 시사한다. 

    ZnO는 UV를 잘 흡수하여 UV 차단제로 응용되고 있다. 광노

화에 대한 피부손상이 UVB와 피부와의 접촉에서부터 시작하여 

UVB에서 발생하는 ROS로부터 피부조직의 손상이 진행되는 과정

임을 확인하고, 이를 이중적으로 차단하는 전략으로 ZnO MS를 만

든 후 여기에 진피의 성분인 esculetin을 담지하여 외용제를 만들

었다. ZnO MS가 UVB의 조사를 받게 되면 불안정해지게 되고, 이

에 ZnO MS 속에 담지된 esculetin이 불안정한 ZnO MS 밖으로 

나와 UVB로 인한 피부손상의 방어를 하고자 하는 의도였다. 

Esuculetin을 ZnO MS에 담지한 군에서 더 우수한 방어효능을 확

인한 실험 결과로부터 이중으로 광노화의 발생을 억제하고자 하는 

실험 전략이 작용하고 있음을 시사하고 있다. 향 후 ZnO MS에 담

지한 esculetin의 추출의 속도나 시간을 향 후 측정하여 심화연구

를 진행해 갈 수 있을 것으로 기대되며, 나노기술을 응용한 새로운 

한방외용제의 개발은 한의학의 산업화에 양호한 기여를 할 수 있을 

것으로 본다.
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