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ABSTRACT

Objectives：Agrimoniae Herba is a herbal medicine widely distributed in Asia and contains flavonoids including 

catechin, quercitrin, rutin, hyperoside, and quercetin. This study aimed to investigate the anti-oxidant activity and 

skin barrier function of different solvent fractions (Hexane; methylene chloride, MC; ethyl acetate, EA; n-butanol, 

Bu; Water) obtained from Agrimoniae Herba.

Methods：Anti-oxidant activity of different solvent fractions obtained from Agrimoniae Herba was investigated 

through total polyphenol contents, total flavonoid contents, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical 

scavenging activity, and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity 

measurements. Then, filament aggregating protein (Filaggrin), Type I collagen, ceramide synthase (CERS) 3, and 

CERS4 were analyzed to evaluate the skin barrier strengthening effect of different solvent fractions obtained from 

Agrimoniae Herba on UVB-stimulated HaCaT cells. 

Results：As a result of measuring total polyphenol contents, total flavonoid contents, DPPH free radical scavenging 

activity, and ABTS radical scavenging activity, antioxidant activity was found to be excellent in the order of EA > 

Bu > MC > Hexane > Water. As a result of measuring mRNA gene expression of Type I collagen, Filaggrin, CERS3, 

and CERS4 after UVB-stimulated was applied to HaCaT cells treated with different solvent fractions obtained from 

Agrimoniae Herba, it was found to increase significantly in the Bu-treated group.

Conclusion：Our findings show that the Bu sample obtained from Agrimoniae Herba has excellent anti-oxidant ability, 

which increases Type I collagen, Filaggrin, and ceramide synthetase in UVB-stimulated HaCaT cells to control the 

skin barrier improvement effect.     1)
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Ⅰ. 서   론

노화가 진행되면 사람의 피부는 신진대사 조절에 영향을 

미치는 호르몬 분비 억제, 면역 및 피부 세포 활성 저하 등으로 

생기게 되는 내인성 노화와 외부의 자극으로부터 피부 외관의 

아름다움을 상실하게 된다1). 특히 최근에는 자외선, 각종 오염

물질 등의 증가로 인해 직접적 및 간접적으로 주변 환경 등에 

영향을 미치게 되어 인체에 해를 끼치게 되는데 그중 체외 보

호기관인 피부에도 영향을 미치에 되어 건조증, 아토피 등의 

피부 장벽 손상을 유발한다2). 인간의 피부 각질층은 외력에 

의해 생기는 기계적 손상과 병원균 및 방사선의 체내 침투로

부터 보호하는 1차 방어선 역할을 하며, 최소한의 경표피수분

손실량을 유지해 체내 항상성 조절하는 기능을 한다3). 자외선에 

의해 피부가 손상되면 표면의 수분량이 줄어들게 되는데 이는 

피부 각질층의 유연성 상실로 이어지게 되며 건성 피부를 일으

키게 된다4). 따라서 건강한 피부 상태를 위해 피부 수분량을 

유지하는 것이 중요한 요소라고 할 수 있다. 이에 최근에는 

피부 장벽 기능 조절에 효과적인 천연소재 개발에 관심이 높아

지고 있는 추세이다5).

龍芽草 (Agrimoniae Herba)는 장미과 (Rosaceae)에 속하는 

다년생 본초인 짚신나물 (Agrimonia pilosa Ledeb.)의 全草를 

건조한 것으로 性․味는 平․苦澁하며 收斂止血, 解毒殺蟲, 截瘧
止痢의 효능을 지니고 있어 예로부터 喀血, 崩漏下血, 吐血, 

血痢脫力勞傷 등과 같은 出血症과 瘧疾, 陰痒帶下, 癰腫瘡毒 

등의 증상에 사용된다6). 龍芽草에는 catechin, quercitrin, 

rutin, hyperoside, quercetin과 같은 flavonoid 성분이 함

유되어 있는데 이 성분들은 항산화 및 항염증 효과가 있다고 

알려져 있다7-10). 또한 최근 龍芽草의 간 보호 효과, 항산화 

효소 활성 증진 효과, 항알레르기 효과, 혈관이완 효과, 항여

드름 효과, 폐암 종양 크기 감소 효과 등과 같은 다양한 실험

연구가 보고되었다11-17).

본 연구에서는 龍芽草 유기용매 분획물의 항산화 및 피부 

장벽 조절에 대한 효과를 비교하기 위해 in vitro 실험을 진행

하였으며, 유의한 결과를 얻었기에 이를 보고하는 바이다.    

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료

실험에 사용된 龍芽草는 ㈜태극인 (Yeongcheon-si, 

Korea), ㈜동의한재 (Seoul, Korea), 참한약초 (Gimhae- 

si, Korea), 두손애약초 (Yeongcheon-si, Korea), 한뜻약초 

(Hwaseong- si, Korea), 참두리 (Seoul, Korea), 지리산약

초골 (Sancheong-gun, Korea), 약초홍삼사랑 (Seoul, 

Korea)) 에서 구매하여 동량으로 혼합하여 사용하였다. 본 실

험에 사용된 sodium carbonate, ethanol, gallic acid, 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT), hexane, quercetin, Folin-Ciocalteu’s 
phenol reagent, n-butanol (Bu), dimethyl sulfoxide 

(DMSO), sodium hydroxide, 7 mM 2,2’-azino-bis(3- 

ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid) (ABTS), ethyl 

acetate (EA), methylene chloride (MC) 및 1,1-diphenyl- 

2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)은 Sigma aldrich Co. 

(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 그리고 L-ascorbic 

acid, Trizol-reagent, Maxima cDNA Synthesis kit, SYBR 

Primix Ex Taq  및 aluminium chloride는 Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, MA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

실험에서 사용한 HaCaT 세포는 한국세포주은행 (Seoul, 

Korea)에서 분양받아 사용하였으며, 세포 배양에 사용된 

penicillin, fetal bovine serum (FBS), phosphate-buffered 

saline (PBS) 및 dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)은 Hyclone Laboratories Inc. (Logan, UT, USA)

에서 구매하여 사용하였다. Filaggrin, Type I collagen, 

ceramide synthase (CERS) 3, CERS4 gene은 Bio-Rad 

Laboratories, Inc. (CA, USA)에서 구입하여 사용하였다.

2. 시료 추출 및 분획물 제조

Ethanol 1,000 mL에 龍芽草 100 g을 넣고 상온에서 24

시간 교반 추출을 이용하여 2회 반복 추출하였다. 추출된 추

출액은 정성여과지를 사용해 여과하였다. 그 후 남아있는 잔

류물에 추출 및 여과과정을 한 번 더 시행해 주었다. 여과한 

추출액을 회전감압 농축기를 사용해 농축한 후 동결건조기를 

사용하여 완전히 건조하여 분말상태의 龍芽草 에탄올 추출물을 

획득하였다 (수율 6.87%). 위의 방법을 반복하여 분획에 사용

될 龍芽草 ethanol 추출물 53.87 g을 획득하였다. 획득된 龍

芽草 ethanol 추출물을 증류수로 녹인 후 Hexane, MC, EA, 

Bu을 이용하여 순차적으로 분획하였다. 각 분획물들은 회전

감압 농축기를 사용해 농축하여 각 분획물의 분말을 획득하였

다 (Hexane, 11.36 g; MC, 4.42 g; EA, 4.29 g; BuOH, 

7.26 g).

3. Total polyphenol 및 flavonoid 함량

Folin Ciocalteu’s의 방법을 시료의 total polyphenol 함량

을 분석하였다18). 먼저 e-tube에 100 μL의 龍芽草 유기용매 

분획물과 10% Folin-ciocalteu’s phenol reagent 500 μL, 

7.5% sodium carbonate 400 μL를 넣고 잘 혼합한 뒤 30분간 

빛을 차광하여 반응시킨 후, UV 분광광도계 (Infinite M200, 

Tecan, Männedorf, ZH, Switzerland)로 765 nm에서 흡광

도를 측정하였다. Gallic acid를 standard로 사용하였으며, 

龍芽草 유기용매 분획물 내 total polyphenol 함량을 mg 

gallic acid equivalents (GAE)/g으로 나타내었다. 

龍芽草 유기용매 분획물 내 total flavonoid 함량을 

Aluminum chloride를 사용한 비색법으로 측정하였다19). 먼저 

e-tube에 100 μL의 龍芽草 유기용매 분획물과 10% 

aluminium chloride solution 20 μL, 1M potassium acetate 

solution 20 μL, 증류수 560 μL를 넣고 잘 혼합한 뒤 30분간 

빛을 차광한 상태로 반응시킨 후, 415 nm에서 흡광도를 측정

하였다. Quercetin을 standard로 사용하였으며, 龍芽草 유기

용매 분획물 내 total flavonoid 함량을 mg quercetin 

equivalents (QE)/g으로 나타내었다.



龍芽草 유기용매 분획물의 항산화 및 피부 장벽 개선 효과 21

4. DPPH free radical scavenging activity

Blosis 방법을 사용하여 龍芽草 유기용매 분획물의 DPPH 

free radical scavenging activity을 구하였다20). 농도별로 

희석된 龍芽草 유기용매 분획물 100 μL와 60 μM DPPH 용액 

100 μL를 96-well plate에 넣고 30분간 빛을 차광하여 반응

시킨 후, UV 분광광도계를 사용해 540 nm에서 흡광도를 측정

하였다. L-ascorbic acid를 양성대조시약으로 사용하였다. 

그 후, 龍芽草 유기용매 분획물을 첨가하지 않은 대조군의 흡

광도를 50% 억제하는데 필요한 龍芽草 유기용매 분획물의 농

도를 half-maximal inhibitory concentration (IC50)으로 

나타내었다.

5. ABTS radical scavenging activity

龍芽草 유기용매 분획물의 항산화능을 확인하기 위해 ABTS 

radical scavenging activity을 분석하였다21). 7 mM ABTS와 

2.45 mM potassium persulfate를 혼합한 후 빛을 차광하여 

약 15시간 동안 반응시켜 ABTS+를 만든 다음, ethanol에 희석

하여 415 nm에서 흡광도 0.70±0.02의 값이 측정되는 ABTS 

용액을 만들어주었다. 그 후 ABTS 용액 95 μL와 농도별로 

희석된 龍芽草 유기용매 분획물 5 μL를 96-well plate에 넣고 

잘 혼합하여 15분 반응시킨 후 UV 분광광도계로 415 nm에서 

흡광도를 측정하였다. L-ascorbic acid를 양성대조시약으로 

사용하였다. 그 후, 龍芽草 유기용매 분획물을 첨가하지 않은 

대조군의 흡광도를 50% 억제하는데 필요한 龍芽草 유기용매 

분획물의 농도를 IC50으로 나타내었다.

6. 세포배양

10% heat-inactivated FBS과 1% penicillin 및 

streptomycin을 포함한 DMEM에서 HaCaT 세포를 배양하

였다. 37℃, 5% CO2 조건하에서 배양하였고 세포의 증식에 

따른 과밀도 현상을 해소하기 위하여 0.05% trypsin-EDTA 

solution을 처리하여 세포를 부유시킨 다음 계대배양하였다.

7. 세포 생존율

HaCaT 세포를 well당 1×106 cells로 96-well culture 

plate에 180 μL 분주하고 24시간 동안 배양한 다음, 농도별 

(1, 5, 10, 50, 100 및 500 μg/mL)로 희석한 龍芽草 유기용

매 분획물을 처리하여 24시간 배양하였다. 대조군은 龍芽草 

유기용매 분획물과 동일한 양의 증류수를 처리한 후 동일한 

조건으로 배양하였다. 그 후, 무혈청 배지로 교체하고 5 mg/mL 

의 MTT 용액을 20 μL 첨가하고 4시간 동안 배양하였다. 4

시간 후, 배양액을 제거하고 well 당 DMSO:Ethanol (1:1) 

150 μL를 첨가하여 실온에서 30분 반응시킨 뒤 UV 분광광

도계로 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 龍

芽草 유기용매 분획물 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율 

(%)로 나타내었다.

8. TypeⅠ procollagen 및 filaggrin 함량

세포를 24-well plate (5×104 cells/well)에 분주하고 24

시간 후에 배지를 제거한 뒤 PBS로 2회 세척한 후 무혈청배

지를 추가하였다. 24시간 배양한 후에 농도별로 희석한 龍芽草 

유기용매 분획물을 처리한 후 48시간 동안 배양하였다. 그 다음 

배양액에 UVB 312 nm (20 mL/cm2)의 자극을 가하였고, 

collagen의 함량은 Type I procollagen ELISA kit (Takara 

Bio Inc., Otsu Shiga, Japan)를 사용하여 측정하였다. 

세포를 24-well plate (1×104 cells/well)에 분주하고 24

시간 배양해주었다. 그 후, 배지를 제거한 뒤 PBS로 2회 세척

한 후 무혈청배지를 추가하였다. 24시간 배양한 후에 농도별로 

희석한 龍芽草 유기용매 분획물을 처리한 후 48시간 동안 배양

하였다. 배양액에 UVB 312nm (20 mL/cm2)를 자극한 후 

Filaggrin ELISA Kit (LSBio Inc., WA, USA)를 사용하여 

함량을 측정하였다. 

9. Quantitative Realtime PCR

Trizol-reagent를 사용하여 total RNA의 분리하였다. 

M-MLV RT5 × buffer 8 μL, 10 mM dNTPs 3 μL, 

10,000 U RNAse inhibitor 0.45 μL, 50,000 UM-MLV 

reverse transcriptase 0.3 μL 및 50 pmol/μL oligo dT 

1.5 μL를 분리한 total RNA 3 μg와 혼합하여 40 μL의 부피로 

역전사 반응을 하였다. 역전사로 만들어진 complementary 

DNA (cDNA)에 5×green Go Taq flexi buffer 4 μL, 10 mM 

dNTPs 0.4 μL, 500 U Taq polymerase 0.1 μL 및 25 mM 

MgCl2 1.2 μL를 혼합하였다. 그 다음, Filaggrin, Type I 

collagen, CERS3, CERS4 및 β-actin 유전자들에 대한 20 

pmol/μL의 sense primer와 20 pmol/μL의 antisense 

primer를 넣은 뒤 PCR을 실시하였으며, 각 primer의 염기

서열은 Table1에 나타내었다.

Primer Sequences

Filaggrin
sense (5’ → 3’) TGAGGCATACCCAGAGGACT
antisense (3’ → 5’) CACTTCCGTGCTGAGAGTGT

Type I collagen
sense (5’ → 3’) CTGGTCCCAAGGGTAACAG
antisense (3’ → 5’) GCCAGGAGAACCACGTTC

Ceramide synthase 3 
sense (5’ → 3’) TGTACACGATGTGGCTGACA
antisense (3’ → 5’) GCGTCCATCCAGCATAAGA

Ceramide synthase 4 
sense (5’ → 3’) CACCCCCAGGACTTGTTG
antisense (3’ → 5’) GGGCAGGCCAATGAATCT

β-actin
sense (5’ → 3’) TCATGTTTGAGACCTTCAA
antisense (3’ → 5’) GTCTTTGCGGATGTCCACG

Table 1. Primer sequences used for PCR analysis
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10. 통계분석

실험에 사용된 값들은 mean±SEM으로 표시하였으며, 

t-test로 검증을 실시하여 유의수준 p<0.05일 경우 유의성이 

있다고 판단하였다.

Ⅲ. 결   과

1. Total polyphenol 및 flavonoid 함량

실험에 사용된 龍芽草 유기용매 분획물의 total polyphenol 

및 flavonoid 함량을 측정하였다. Total polyphenol 함량 (mg 

GAE/g) 측정결과, Hexane 58.46±2.16, MC 99.68±0.68, 

EA 354.95±0.38, Bu 282.90±0.98, Water 42.21±0.30

으로 측정되었으며 (Table 2), total flavonoid 함량 (mg 

QE/g) 측정결과, Hexane 15.86±0.25, MC 66.20±0.23, 

EA 49.88±0.29, Bu 50.41±0.05, Water 8.45±0.27으로 

나타났다 (Table 3).

Sample Total polyphenol (mg GAE/g)

Agrimoniae Herba

Hexane 58.46±2.16

MC 99.68±0.68

EA 354.95±0.38

Bu 282.90±0.98

Water 42.21±0.30

Table 2. Total polyphenol content

Sample Total flavonoid (mg QE/g)

Agrimoniae Herba

Hexane 15.86±0.25

MC 66.20±0.23

EA 49.88±0.29

Bu 50.41±0.05

Water 8.45±0.27

Table 3. Total flavonoid content

2. DPPH and ABTS radical scavenging activity

실험에 사용된 龍芽草 유기용매 분획물의 DPPH 및 ABTS 

radical scavenging activity를 측정하였다. DPPH free 

radical scavenging activity IC50 (μg/mL) 측정결과, Hexane 

14.57±0.51, MC 23.24±0.30, EA 2.81±0.09, BuOH 

4.74±0.09, Water 27.04±0.45로 측정되었으며 (Table 4), 

ABTS radical scavenging activity IC50 (μg/mL) 측정결과, 

Hexane 46.59±0.17, MC 32.86±0.53, EA 9.69±0.13, 

BuOH 14.20±0.16, Water 115.67±0.78으로 나타났다 

(Table 5).

Sample DPPH IC50 (μg/mL)

L-ascorbic acid 1.06±0.01

Agrimoniae Herba

Hexane 14.57±0.51

MC 23.24±0.30

EA 2.81±0.09

Bu 4.74±0.09

Water 27.04±0.45

Half-maximal inhibitory concentration; IC50. All values are represented 
using 3 independent experiments expressed mean±SEM.

Table 4. DPPH free radical scavenging activity

Sample ABTS IC50 (μg/mL)

L-ascorbic acid 3.23±0.03

Agrimoniae Herba

Hexane 46.59±0.17

MC 32.86±0.53

EA 9.69±0.13

Bu 14.20±0.16

Water 115.67±0.78

Half-maximal inhibitory concentration; IC50. All values are represented 
using 3 independent experiments expressed mean±SEM.

Table 5. ABTS radical scavenging activity

3. 세포 생존율

인간유래 각질세포인 HaCaT 세포에서 龍芽草 유기용매 

분획물의 세포 생존율 측정결과, Hexane의 경우 10 μg/mL, 

MC의 경우 50~100 μg/mL, EA의 경우 100 μg/mL, Bu의 

경우 100 μg/mL, Water의 경우 100 μg/mL에서 세포독성을 

보이지 않는 최대 처리 농도로 나타났기에 피부장벽 개선 기

능성 평가에 안전한 농도를 결정하였다 (Figure 1).
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Figure 1. Cells viability effects of solvent fractions obtained from a 
Agrimoniae Herba extract in HaCaT cells. All data are expressed 
mean±SEM (n=3). Significance: ***p<0.001 vs. DMSO group 
by t-test.

4. TypeⅠ procollagen 및 Filaggrin 함량

세포배양액에서 龍芽草 유기용매 분획물이 Type I 

procollagen과 Filaggrin 생성량에 미치는 영향을 ELISA 

kit를 사용하여 측정하였다 (Figure 2). 그 결과, 자외선으로 

자극 받은 UVB군과 비교하여 龍芽草 유기용매 분획물 처리

군들에서 생성량이 증가하는 경향이 나타났으며, 특히 Bu층 

처리군에서 UVB군의 생성량 보다 Type I procollagen 

28.59%, Filaggrin 20.87% 유의하게 증가하는 것으로 나타

났다 (p<0.05). 

5. 피부장벽 조절 인자의 발현

1) Type I collagen 및 Filaggrin

자외선과 龍芽草 유기용매 분획물을 각각 처리한 후, Type I 

collagen 및 Fiaggrin mRNA 유전자 발현을 분석하였다 

(Figure 3). Type I collagen의 결과, 자외선으로 자극 받은 

UVB군과 비교하여 Water층과 MC층을 제외한 龍芽草 유기

용매 분획물 처리군들에서 생성량이 증가하는 경향이 나타났

으며, 특히 Bu층 처리군에서 UVB군의 발현량 보다 29.41% 

유의하게 증가하는 것으로 나타났다 (p<0.05). Fiaggrin의 

결과, Hexane층과 MC층을 제외한 모든 군에서 UVB군 보다 

발현량이 증가하였으며, Bu층의 경우 UVB군과 비교하여 

27.69% 유의하게 발현량이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 

(p<0.05).

Figure 2. Effects of solvent fractions obtained from a Agrimoniae 
Herba extract on the Type I procollagen and Filaggrin levels in 
HaCaT cells. All data are expressed mean±SEM (n=3). 
Significance: *p<0.05 vs. UVB group by t-test.

Figure 3. Effect of solvent fractions obtained from a Agrimoniae 
Herba extract on mRNA expression of Type I collagen and filaggrin 
in HaCaT cells. All data are expressed mean±SEM (n=3). 
Significance: *p<0.05 vs. UVB group by t-test.
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2) Ceramide 합성관련 효소

자외선과 龍芽草 유기용매 분획물을 각각 처리한 후, 

Ceramide 합성 관련 효소인 CERS3와 CERS4 mRNA 유전자 

발현을 분석하였다 (Figure 4). CERS3의 결과, 모든 龍芽草 

유기용매 분획물 처리군들에서 자외선으로 자극 받은 UVB군 

보다 발현량이 증가하였으며, 그 중 Bu층과 MC층이 UVB군 

보다 각각 19.05% (p<0.05), 20.63% (p<0.01) 유의하게 증

가하는 것으로 나타났다. CERS4의 발현량 또한 모든 龍芽草 

유기용매 분획물 처리군들에서 UVB군 보다 발현량이 증가하는 

경향이 나타났으며, 특히 Bu층과 MC층이 UVB군 보다 각각 

15.07% (p<0.01), 8.22% (p<0.05) 유의하게 증가하였다.

Figure 4. Effect of solvent fractions obtained from a Agrimoniae 
Herba extract on mRNA expression of CERS3 and CERS4 in HaCaT
cells. All data are expressed mean±SEM (n=3). Significance: 
*p<0.05 and  **p<0.01 vs. UVB group by t-test.

V. 고   찰

피부는 인체의 가장 외부에 위치하며 체내 수분의 손실과 

항원, 미생물 등의 외부 유해인자의 내부 침입을 방어하는데 

필수적인 장벽의 역할을 한다22). 피부장벽은 cholesterol, 

ceramides 및 유리지방산으로 구성된 피부 지질로 둘러싸인 

각질세포로 구성된 각질층에 의해 기능이 작용된다23,24). 그렇

기에 외부 또는 내부 자극으로 인하여 피부 각질층의 손상이 

과하게 일어나게 되면  피부 건조증, 지질 형성 변이, 알레르기 

등을 유발될 수 있다25).

이에 본 연구에서는 龍芽草 유기용매 분획물의 항산화능과 

자외선 조사로 자극된 피부각질세포인 HaCaT 세포에 미치는 

피부장벽 개선 효과에 대하여 알아보았다.

산화 스트레스는 다양한 산화환원 민감 경로를 통해 여러 

피부 질환의 발달에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다26). 이에 

龍芽草 유기용매 분획물의 항산화능을 비교하기 위해 total 

polyphenol 및 flavonoid 함량, DPPH 및 ABTS radical 

scavenging activity를 측정하였다.  Total polyphenol 결과, 

EA > Bu > MC > Hexane > Water 순으로 함량이 높게 측정

되었으며, total flavonoid 결과, MC > Bu > EA > Hexane > 

Water 순으로 나타났다. DPPH free radical scavenging 

activity 측정결과, EA > Bu > Hexane > MC > Water 순으로 

나타났으며, ABTS radical scavenging activity 측정결과, 

EA > Bu > MC > Hexane > Water 순으로 측정되었다. 이상의 

결과들을 종합하였을 때 EA > Bu > MC > Hexane > Water 

순으로 龍芽草 유기용매 분획물의 항산화능 우수한 것을 확인 

할 수 있었다.

인간유래 각질세포인 HaCaT 세포에서 龍芽草 유기용매 

분획물 처리 후 생존율을 측정한 결과, Hexane 10 μg/mL, 

MC 50~100 μg/mL, EA 100 μg/mL, Bu 100 μg/mL, 

Water 100 μg/mL 처리 농도에서 세포독성 나타나지 않았기에 

이후 피부장벽 개선 기능성 평가에 안전한 농도로 설정하였다.

그 후 HaCaT 세포에 자외선 조사로 자극을 주어 龍芽草 

유기용매 분획물의 피부장벽 개선 효과를 알아보았다. 피부의 

주름 및 탄력에 관여하는 collagen은 외부 또는 내부 자극, 

노화 등에 의해 합성량이 줄어들게 된다27). 이에 龍芽草 유기

용매 분획물을 각각 처리한 HaCaT 세포에 자외선 조사 후, 

배양액 내 Type I procollagen 생성량과 Type I collagen 

mRNA 유전자 발현을 분석한 결과, 자외선을 조사로 인하여 

감소한 collagen 생성량을 Bu층 처리군에서 유의하게 증가시

키는 것으로 나타났다.

피부장벽은 섬유질 구조 단백질 (Collagen 및 Keratin)과 

Filament 관련 단백질 (Filaggrin, Involucrin 및 Loricrin)의 

조합으로 구성되는데 이들은 각질 분화과정에서 중요한 역할을 

한다28). 이 중 Filaggrin은 피부 수분 유지에 필요한 천연 보습

인자에 영향을 주기에 피부장벽 기능을 유지하는 가장 중요한 

요소이다4). 이에 배양액 내 생성량과 mRNA 유전자 발현을 

분석한 결과, 자외선을 조사한 UVB군과 비교하여 Bu층 처리

군에서 유의하게 증가하는 것을 확인하였다.

Ceramide는 각질층 지질의 구성요소 중 하나로 강력한 수소 

결합력을 지니고 있어 피부 수분 유지에 중요한 역할을 한다
29-31). 이에 ceramide 합성에 관여하는 CERS3와 CERS4 

mRNA 유전자 발현을 분석한 결과, 자외선 조사로 감소한 

ceramide를 Bu층과 MC층 처리로 유의한 증가시키는 것을 

확인할 수 있었다.

이러한 결과들을 종합해보면, 龍芽草 유기용매 분획물들은 

모두 우수한 항산화능을 지니고 있으나 그 중 EA층과 Bu층이 

가장 우수했으며, Bu층의 경우 자외선 조사로 자극을 받은 

HaCaT 세포에서 Type I collagen, Filaggrin, ceramide 합

성효소를 유의적으로 증가시켜 피부장벽 개선 효과를 지니고 

있는 것으로 사료된다. 그러나 항산화능이 제일 높은 것으로 

나타난 EA층은 피부장벽 및 항산화 유전자 관련 실험을 통해 

추가적인 분석을 해볼 필요성이 있는 것으로 판단된다.
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Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 龍芽草 유기용매 분획물의 항산화능과 자외선 

조사로 자극된 피부각질세포인 HaCaT 세포에 미치는 피부장벽 

개선 효과에 대하여 확인하였으며, 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 龍芽草 유기용매 분획물의 항산화능을 측정하기 위해 

total polyphenol 및 flavonoid 함량, DPPH 및 ABTS 

radical scavenging activity를 측정한 결과, EA > Bu > 

MC > Hexane > Water 순으로 龍芽草 유기용매 분획

물의 항산화능 우수한 것으로 나타났다.

2. HaCaT 세포의 생존율은 여러 농도의 Hexane 10 μg/ 

mL, MC 50~100 μg/mL, EA 100 μg/mL, Bu 100 

μg/mL, Water 100 μg/mL 처리 농도에서 세포 독성을 

지니고 있지 않는 것으로 나타났다.

3. 龍芽草 유기용매 분획물을 각각 처리한 HaCaT 세포에 

자외선 조사로 자극을 준 후 Type I collagen을 측정한 

결과, Bu층 처리군에서 유의하게 증가하는 것을 확인하

였다.

4. 또한 Filaggrin을 측정한 결과, Bu층 처리군에서 유의

하게 증가하였다.

5. Ceramide 합성 효소인 CERS3와 CERS4 mRNA 유전

자 발현 결과, Bu층과 MC층 처리군에서 유의하게 발현

이 증가하는 것으로 나타났다.

결과적으로 龍芽草 유기용매 분획물 중 Bu층은 우수한 항

산화능을 지님으로써 자외선 조사로 자극된 HaCaT 세포에서 

Type I collagen, Filaggrin, ceramide 합성효소를 증가시켜 

피부장벽 개선 효과를 조절하는 것으로 사료된다. 
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