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UVB에 노출된 HaCaT 인간 각질세포에서 상심자의 보호효과
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Protective effect of Mori Fructus in HaCaT human keratinocytes exposed to UVB
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ABSTRACT

Objective : Mori Fructus has been used to relieve thirst, and treat dizziness, tinnitus, and insomnia caused by poor 

constitution. This study was performed to investigate the protective effect of the ethanol extract of Mori Fructus (MF) 

in ultraviolet B (UVB)-induced apoptotic cell death in human keratinocyte cells. 

Methods : MF was prepared by extracting 100 g of Mori Fructus in 1 L of 100% ethanol for 48 h. 3-(4,5- 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay was used to measure cell viability. Apoptosis 

was determined by terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay, and the expression 

of apoptosis-related proteins was observed by Western blot. Tyrosinase activity was measured with a colorimetric 

commercial kit.

Results : MF promoted cell vitality and inhibited apoptosis of UVB-induced HaCaT cells. MF pretreatment reduced 

TUNEL-positive cells and increased the expression of caspase-3 and –9. MF also displayed antioxidant effect with 

high radical scavenging ability. At 2 ㎎/㎖ concentration, the 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid 

(ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical inhibition rates were 55.3 ± 4.6% and 48.5 ± 1.3%, 

respectively. Furthermore, MF showed a concentration-dependent inhibitory effect on tyrosinase.

Conclusion : These results suggest that MF functions as a protective regulator in UVB-induced HaCaT cells by 

regulating apoptosis and partially exerting antioxidant effects. In addition, the tyrosinase inhibitory effect of MF 

shows the potential for MF to be used for skin pigmentation.   1)
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Ⅰ. 서   론

기후변화로 인해 근래에 찾아보기 힘들었던 기록적인 폭염이 

유럽을 포함한 전세계를 강타하고 있다. 이러한 이상 고온현

상과 기후변화는 화석연료의 연소로 발생하는 이산화탄소, 에

어컨 냉매와 스프레이 제품에 사용되는 CFC (Chloro fluoro 

carbon), methane 등과 같은 온실기체가 대기로 배출되어 

나타난다1,2). 특히 CFC는 성층권의 오존층을 파괴하여 자외

선이 직접적으로 지구에 도달하게 하여 문제가 된다3). 자외선은 

짧은 파장의 고에너지를 가진 빛으로 DNA를 손상시켜 지구 

생명체에 해를 입히게 되는데 자외선에 의한 피부 자극은 피부 

노화를 촉진시키고 피부암의 발생도 증가시킨다4,5). 
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파장의 크기에 따라 자외선은 UVA (315–400 ㎚), UVB 

(280–315 ㎚), UVC (100–280 ㎚)로 구분할 수 있으며 중간 

길이의 파장을 가지는 UVB는 일광화상, 피부 홍반을 유발하고 

피부 표피의 맨 아래에 있는 기저층까지 침투하여 색소형성세

포인 melanocytes를 자극해 기미를 발생시킨다6,7). 또한 

UVB에 노출되어 세포의 DNA 손상이 발생하면 세포는 죽거나 

암화 과정을 통해 암세포로 변하기도 한다. 피부 각질형성세

포에서 UVB에 의한 염증반응8), 세포자멸사9) 등이 보고되어 

있다. 

상실 또는 오디라고 불리는 상심자(桑椹子; Mori Fructus)

는 뽕나무(Morus alba Linné)의 완전히 익기 전의 열매로서 

따뜻한 성질을 가지며 달고 신 맛이 난다10). 한의학에서 상심

자는 심경(心經), 간신경(肝腎經)으로 보혈자음(補血滋陰), 생

진윤조(生津潤燥)하는 효능이 있으며 소갈(消渴)을 해소하고 

허한 체질에서 나타나는 어지러움, 이명, 불면증 등을 치료하

는데 사용되었다10,11). 주요성분으로는 anthocyanin 색소인 

cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-rutinoside과 niacin, 

rutin, ascorbic acid 등이 함유되어 있고12,13) 항산화11,14), 

항염증15,16), 항스트레스17), 혈관신생억제18), 항당뇨19) 등에 

대한 활성이 보고되었다. 특히 상심자의 항산화 및 항염증 활

성은 피부 노화 개선과 관련하여 연구가 많이 진행되었으며 

피부 질환 및 이너뷰티 소재로 그 활용 가능성을 평가받고 있

다14-16). 하지만 UVB에 노출된 각질형성세포의 세포자멸사에 

대한 상심자의 효능 연구는 보고되어 있지 않다.  

기후변화는 극단적인 지구온도 변화와 더불어 자외선 지수의 

상승에도 영향을 주고 있기 때문에 자외선에 노출된 피부를 

보호할 수 있는 본초의 개발은 건강수명 연장을 위한 하나의 

대안이 될 수 있다. 따라서 본 실험에서는 UVB를 조사한 

HaCaT 각질형성세포에서 상심자가 세포자멸사와 산화적 손

상에 미치는 효과와 색소침착에 주요한 tyrosinase 저해 활성을 

살펴보고자 하였다.       

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약

Penicillin-streptomycin, fetal bovine serum (FBS), 

Dulbecco's modified Eagle's medium/F12 (DMEM/F12)는 

Gibco BRL (Grand Island, NY, USA)에서 구입하였다. Poly 

(ADP-ribose) polymerase (PARP), caspase-3, caspase-9, 

β-actin 항체는 Cell Signaling Technology (Beverly, MA, 

USA)에서 구입하여 사용하였다. Protease inhibitor cocktail, 

BCA protein assay kit, chemiluminescense detection kit

는 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)에서 

구입하였다. Tyrosinase inhibitor screening kit는 Bio 

Vision (Milpitas, CA, USA)에서 구입하였고 ABTS, DPPH, 

MTT 및 기타 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

에서 구입하였다. 

2. 상심자 에탄올 추출물의 제조  

뽕나무(Morus alba Linné)의 열매인 상심자(Mori Fructus)

는 대원약업사(Daegu, Korea)에서 구입하여 품질 검증을 실

시한 후 추출물 제조에 사용하였다. 건조 중량으로 100 g의 

상심자를 100% 에탄올 1 L에 넣고 상온에서 48시간 동안 추

출한 후에 filter paper (Toyo Roshi Kaisha Ltd, Tokyo, 

Japan)로 여과하고 진공농축하였다. 동결건조는 ultra-low 

temperature freezer (FDU-1100; EYELA, Tokyo, Japan)

를 사용하여 12시간 동안 진행하였으며, 추출물은 사용 전까지 

-20℃에 보관하였다. 상심자 에탄올 추출물(MF)의 최종 수

율은 7.13%였다.  

3. 세포 배양 및 MTT assay

HaCaT cell은 조선대 약대에서 분양받아 10% FBS, 100 

units/㎖ penicillin이 포함된 DMEM/F12 배지를 사용하여 

80–90%의 confluence 범위에 도달하도록 배양하여 실험에 

사용하였다. MTT assay로 세포 생존율을 측정하기 위해 24 

well plate에 HaCaT cell (1×105 cells/well)을 분주하고 

MF를 농도별(0, 3, 10, 30 ㎍/㎖)로 18 시간동안 전처치한 

후에 UV crosslinker (BoTeck, Gunpo, Korea)를 사용하여 

300 mJ/㎠의 세기로 UVB (312 ㎚)에 노출시켰다. 5 시간 

후, 세포를 phosphate-buffered saline (PBS)로 세척하고 

0.5 ㎎/㎖ MTT 용액으로 반응(37℃, 4 h)시켜 생성된 

formazan을 DMSO로 녹여 570 ㎚의 파장에서 흡광도를 측정

하였다. 세포 생존율은 대조세포에 대한 백분율로 다음과 같은 

수식에 의해 계산하였다.

Cell viability (%)

= 100 × (absorbance of treated sample)/

(absorbance of control) 

4. Radical 소거 활성 측정

Radical 소거 활성은 DPPH와 ABTS를 사용하여 측정하였

다. DPPH radical solution은 0.2 mM의 농도로 준비하여 

다양한 농도(0.25–2.0 ㎎/㎖)의 MF와 동량으로 혼합하였고 

암실에서 30분 동안 반응시킨 후 517 ㎚에서 흡광도를 측정

하였다. ABTS radical solution은 7 mM ABTS와 2.45 mM 

potassium persulfate를 동량으로 섞어 실온에서 반응

(12-16 h)시켜 제조하였다. 실험에 사용하기 위해 ABTS 

radical solution은 메탄올에 희석하여 734 nm에서 흡광도가 

0.70 ± 0.02가 되도록 준비하였고 MF와 동량으로 혼합하여 

암실에서 10분 동안 반응시킨 후 734 ㎚에서 흡광도를 측정

하였다. 대조물질로 ascorbic acid를 사용하였으며 DPPH와 

ABTS radical 소거 활성은 다음 수식에 따라 저해 백분율로 

계산하였다. 

Inhibition %

= [(absorption of control-absorption of sample)/

(absorption of control)] × 100
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5. TUNEL assay

HaCaT cell을 4 well chamber slide의 well당 1×105개의 

농도로 배양하여 MF를 18 시간 동안 전처치하였다. PBS로 

세포를 세척하고 300 mJ/㎠의 세기로 UVB에 노출시킨 후 5

시간 더 배양하였다. TUNEL-positive cell은 배양세포를 

formaldehyde로 고정하고 in situ cell death detection kit, 

POD (Roche, Basel, Switzerland)로 염색하여 light 

microscope (Eclipse Ti-E, Nikon, Japan)로 관찰하였다. 

6. Western blot analysis

전세포 추출액 (whole cell lysates)을 얻기 위해 protease 

inhibitor cocktail이 포함된 radioimmunoprecipitation assay 

(RIPA) buffer (1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 

0.1% SDS, 25 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl)를 

첨가하여 4℃에서 30분 동안 lysis시켰다. BCA protein 

assay kit로 단백질 정량한 후 단백질 (30 ㎍/lane)을 10%의 

SDS-polyacrylamide gel에서 전기영동하였다. Nitrocellulose 

membrane으로 전이한 단백질에 일차항체 및 이차항체를 반

응시켜 준 다음 enhanced chemiluminescense detection 

kit로 발광시켜준 후에 ChemiDoc Imaging Systems (Bio- 

Rad, Hercules, CA, USA)에서 단백질 밴드를 확인하였다. 

7. Tyrosinase 저해 활성 측정

Tyrosinase 저해 활성을 측정하기 위해서 MF를 여러 농도

(1, 2, 5, 10 ㎎/㎖)로 준비하고 kojic acid (0.75 mM)를 대

조물질로 사용하여 tyrosinase 저해 활성을 조사하였다. 

Tyrosinase Inhibitor Screening Kit의 guide에 따라 효소

액을 준비하였으며 30℃에서 60분간 효소 활성을 측정하였다. 

8. 통계적 검정

실험 결과는 mean ± S.D.로 나타내었으며 유의성 검정은 

윈도우용 SPSS ver. 23 프로그램을 사용하여 one way analysis 

of variance (ANOVA) 분석을 실시하였다. 사후 검증은 

Tukey HSD를 사용하였으며, p값이 0.05 미만일 때 통계적

으로 유의하다고 판정하였다.

Ⅲ. 결   과

1. UVB에 노출된 HaCaT 세포 손상에 대한 

MF의 보호 효과

HaCaT cell에 MF (3–30 ㎍/㎖)를 18시간 전처치한 후에 

300 mJ/㎠의 세기로 UVB를 조사하여 세포 손상을 유도한 

다음 MTT assay로 세포 생존율을 조사하였다. 그 결과, UVB에 

의해 유의한 (p < 0.01) 세포 사멸을 확인할 수 있었으며, 

MF의 농도 의존적으로 세포 보호 효과가 나타남을 관찰하였다 

(Fig. 1). 30 ㎍/㎖ 농도에서 MF는 UVB를 처리한 세포와 비교

하여 181 ± 8.1%의 우수한 세포생존율을 보였다. MF (30 

㎍/㎖)의 단독 처치에서 세포 손상은 나타나지 않았다.  

Fig. 1. Effect of MF on UVB-induced cell death in HaCaT cells
HaCaT cells were pre-treated with various concentrations (3, 10,
30 ㎍/㎖) of MF for 18 h, exposed to UVB (300 mJ/㎠), and 
cultured for an additional 5 h. Letters a–d indicate significant 
differences (p < 0.05). 

2. UVB로 유도된 HaCaT cell의 세포자멸사에 

MF가 미치는 효과  

UVB에 의한 HaCaT 세포 손상이 세포자멸사에 기인하는

지 확인하기 위해 TUNEL과 세포자멸사 관련 단백질에 대한 

Western blot을 실시하였다. TUNEL 분석을 통해 UVB에 

의해 유도된 세포 손상이 세포자멸사에 의해 야기되었으며, 

MF로 전처리하면 TUNEL 양성 세포의 수가 감소하여 세포

자멸사에 의한 손상을 보호할 수 있음을 확인할 수 있었다 

(Fig. 2A). 세포자멸사에 관여하는 단백질의 발현을 살펴 본 

Werstern blot에서도 TUNEL과 같은 결과가 나타났다. UVB

는 세포자멸사에 주요한 역할을 담당하는 caspase-3와 –9의 

발현을 증가시켰으나 MF에 의해 감소되었다. 또한 UVB에 

의해 야기된 PARP cleavage도 MF에 의해 저해되었다 (Fig. 

2B). 이러한 결과는 UVB에 노출된 피부각질세포에서 MF가 

세포자멸사에 의한 세포 손상을 보호함을 보여준다. 

3. MF가 free radical 소거에 미치는 효과

피부가 UVB에 노출되어 노화가 진행될 때 주요한 원인이 

되는 것이 free radical과 같은 산화물질이다9). MF가 이러한 

free radical을 소거하는데 어떤 효과를 나타내는지 ABTS와 

DPPH assay를 통해 살펴보았다. 그 결과 MF는 농도 의존적으

로 free radical을 소거하는 효과를 나타내었다. MF는 2 ㎎/㎖

의 농도에서 55.3 ± 4.6%의 ABTS radical 저해능을 보여 

50 μM의 ascorbic acid (55.2 ± 3.8%)와 유사한 효과를 나

타내었다 (Fig. 3A). DPPH radical 소거능 실험에서도 MF는 
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농도 의존적인 radical 소거능을 보였다. 1과 2 ㎎/㎖의 농도

에서 MF에 의한 radical 저해 효과는 각각 28.1 ± 1.7%, 

48.5 ± 1.3%였다 (Fig. 3B).  

(A) 

(B)

Fig. 2. Effect of MF on UVB-induced apoptosis in HaCaT cells 
(A) TUNEL assay was conducted to determine apoptotic cell death. Arrows indicate TUNEL-positive cells. 4× magnification. Scale bar 
represents 200 ㎛. (B) Expression of the apoptosis marker protein was monitored by Western blot analysis, and β-actin was used as a 
loading control.   

(A) (B)

Fig. 3. Radical scavenging effect of MF  
(A) ABTS radical scavenging activity and (B) DPPH radical scavenging activity in cell-free test. Ascorbic acid was used as standard 
antioxidant molecule. Letters a–f indicate significant differences (p < 0.05).

4. MF가 tyrosinase 활성 저해에 미치는 효과

UVB에 의한 피부 색소침착은 미용 상으로 문제가 될 뿐만 

아니라 치료에 많은 시간과 경비가 소요되는 피부질환이다. 

색소침착은 과도한 양의 멜라닌이 생성되기 때문이며20) 이 과

정에서 주요한 역할을 하는 tyrosinase의 활성에 MF가 어떤 

효과를 나타내는지 살펴보았다. 여러 농도(1–10 ㎎/㎖)에서 

MF는 농도 의존적으로 tyrosinase의 활성을 저해하는 효과를 

나타내었다 (Fig. 4). 정상적으로 기질을 첨가했을 때의 

tyrosinase 활성 저해를 영점으로 하여 상대적인 효과를 살펴

본 결과, 10 ㎎/㎖의 농도에서 MF는 17.1 ± 0.7%의 저해 

효과를 나타내었다. 대조물질로 분석 kit에 포함된 kojic acid는 

0.75 mM (≒ 106 ㎎/㎖)의 농도에서 60.6 ± 1.0%의 활성 

저해 효과를 보였다. 
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Fig. 4. Tyrosinase inhibitory effect of MF 
The effect of different concentrations of MF (1–10 ㎎/㎖) on 
tyrosinase activity was determined in cell-free test. Letters a–d 
indicate significant differences (p < 0.05).   

IV. 고   찰

피부 건강은 산화성 유해물질, 자외선 조사, 수분 부족 등을 

포함한 많은 요인에 의해 영향을 받는다21). 이중에서 자외선은 

피부 세포의 사멸 및 DNA 손상을 유발하며 α-MSH의 전사를 

촉진하여 tyrosinase와 같은 melanin 생성 관련 유전자를 자

극하여 피부 색소침착과 노화를 유도하게 된다22,23). 따라서 

자외선에 기인한 피부 트러블을 해결하기 위한 화장품 및 제약 

제제의 개발에서 광보호 및 melanin 생성의 특성에 기초하여 

항산화, 광보호 및 tyrosinase 억제 효과를 가진 후보물질들이 

조사되고 있다24). 특히, 본초를 포함한 천연물은 독성이 거의 

없거나 무독하며 잠재적인 항산화, 항염증, 항균 활성으로 인해 

관심이 높아지고 있는 후보물질이다. 본 연구에서는 소갈과 

허한 체질을 개선하는데 사용되어져 온 상심자의 에탄올 추출물 

(MF)을 이용하여 UVB에 노출된 HaCaT 인간 각질형성세포

에서 세포 보호 효과를 관찰하였고 free radical 및 tyrosinase 

저해 활성을 확인하였다.    

UVB는 HaCaT의 세포자멸사에서 강력한 trigger로 간주될 

수 있으며, DNA fragmentation, chromatin condensation, 

cytoplasm vacuolization과 같은 전형적인 세포자멸사 양상이 

나타나게 한다9). UVB에 의해 유도된 각질형성세포의 사멸은 

주로 caspase-9의 활성화와 관련이 있는 내인성 세포자멸사 

경로와 관련이 있다고 보고되었다25). 활성화된 caspase-9는 

procaspase-3를 효소적으로 절단한 다음 C-말단의 작은 펩

타이드 조각을 방출하여 caspase-3의 활성화를 유발하고 

caspase-3에 의한 PARP 단백질의 절단이 손상된 DNA의 

복구를 불가능하게 함으로써 최종적으로 세포자멸사를 초래

한다26,27). MF는 UVB에 의해 감소된 caspase-9 및 

caspase-3의 발현 수준을 상향 조절하고 PARP cleavage를 

저해하여 UVB로 유발된 광 손상에 대하여 항세포자멸사 효

과를 나타내었다. 이러한 결과는 MF에 의한 TUNEL 염색 세

포의 감소에서도 확인할 수 있었다. 

피부의 광노화 과정에서 free radical과 같은 산화물질이 

주요한 원인으로 작용한다9). DPPH 및 ABTS는 항산화 물질의 

free radical 소거 활성을 평가하는 데 사용되는 일반적인 무

세포 항산화 분석 시스템으로 유색 radical을 생성시킨 후 항

산화 물질이 이를 감소시키는 능력을 조사할 수 있다28). MF는 

radical을 효과적으로 소거하는 항산화 활성을 나타내었는데 

DPPH보다 양이온 형태의 radical을 생성하는 ABTS 분석에서 

더 높은 항산화 능력을 보였다. Radical 소거능은 종종 추출

물에 함유된 polyphenol과 flavonoid 화합물의 함량과 유사

하게 나타난다29). MF에 포함된 이 화합물들과 radical 소거

능에 대한 상관관계를 알기 위해서는 성분분석 연구가 더 요

구된다.  

인간 피부의 색소 침착은 UVB에 반응하여 활성화된 

melanocyte에서 melanin이 합성되어 발생한다6,7). 멜라닌 

생성은 주로 α-melanocyte stimulating hormone (α- 

MSH) 에 의해 유도되며 멜라닌 생성 특이적 전사 인자인 

microphthalmia-associated transcription factor (MITF)

와 tyrosinase, tyrosinase related protein-1 (TRP-1), 

TRP-2와 같은 관련 효소에 의해 활성화된다30). 특히, 

tyrosinase는 tyrosine을 levodopa (L-DOPA)로 전환하는 

반응을 촉매하여 melanin 합성의 속도 제한 효소로 작용한다31). 

뽕나무(Morus alba Linné)의 다양한 부위에서 tyrosinase 

저해효과가 보고되었는데, 뽕나무의 나뭇가지 추출물에 의한 

tyrosinase 억제효과가 확인되었고32) 뽕나무 잎 추출물과 그 

성분 화합물이 tyrosinase 활성 및 melanin 생성을 저해하였

다32). 본 연구에서 상심자 에탄올 추출물 (MF)도 농도 의존적

인 tyrosinase 활성 억제효과를 보였다.  대조물질로 사용한 

kojic acid와 비교하면 다소 낮은 저해 활성을 보였는데, MF는 

10 ㎎/㎖의 농도에서 17.1 ± 0.7%, kojic acid는 0.75 mM 

(≒ 106 ㎎/㎖)의 농도에서 60.6 ± 1.0%의 저해율을 보였기 

때문에 단순 비교로 tyrosinase 저해 효과를 결정하기는 어렵

다. 이상의 결과들로부터 MF는 피부 각질형성세포에서 광 손

상에 의한 세포자멸사로부터 세포를 보호하고 항산화 활성 및 

tyrosinase 저해 활성을 발휘하는 본초로서 전통적인 한의학적 

활용 이외에 화장품이나 제약에서 피부 보호 소재로서의 가치

가 증명되었다 할 수 있다. 

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 UVB에 노출된 HaCaT 각질형성세포에서 

상심자(桑椹子) 에탄올 추출물 (MF)이 나타내는 효과를 살펴

보고 항산화 및 tyrosinase 활성을 조사하여 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1. UVB에 의해 감소된 세포 생존율이 MF 전처치에 의해 

유의하게 증가되었다. 

2. TUNEL 염색으로 UVB에 의한 세포사멸은 세포자멸사에 

기인함을 확인하였으며 MF는 UVB로 유도된 세포자멸

사를 억제하였다. 
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3. MF는 UVB에 의해 증가된 caspase-3와 –9의 발현을 

감소하였고 PARP cleavage를 억제하였다.

4. MF는 ABTS 및 DPPH radical을  소거하는 활성을 보

였으며, 2 ㎎/㎖ 농도에서 억제율은 각각 55.3 ± 

4.6%, 48.5 ± 1.3%였다. 

5. MF는 농도의존적으로 tyrosinase 활성 저해 효과를 보

였다. 

이러한 결과들은 UVB를 조사한 HaCaT 각질형성세포에서 

MF가 세포자멸사를 억제함으로써 세포 보호 효과를 나타냄을 

보여준다. 또한 UVB에 의한 산화스트레스 및 melanin 생성 

등을 억제할 수 있는 가능성을 보여주는 결과로부터 MF가 자

외선 지수 상승으로 인한 피부 노화와 색소침착을 방지하는데 

활용될 수 있음을 시사한다. 
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