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요 약: 인간의 피부는 물리적 요인, 화학적 요인으로부터 신체를 보호하는 기관이다. 피부는 신체 기관중 가장 

크고 거대하며 표피, 진피, 및 피하조직으로 구성된다. 피부에 지속적인 자외선 노출은 DNA 손상, 단백질의 

산화, 및 성인병을 유발하는 요인이 될 수 있다. Nypa fruticans Wurmb (NF)에는 풍부한 식물화학물질(폴리페놀 

및 플라보노이드)이 포함되어 있기 때문에 전통적으로 호흡기 및 질환을 치료하는데 사용되어져 왔다. 본 연구에

서는 UVB로 자극된 Hs68 세포에서 NF 에틸아세테이트 분획물(ENF)의 DNA damage 치유 및 주름 관련 인자 

억제에 대한 효과를 조사했다. Westernblotting을 통해 DNA damage 관련 단백질 인자 및 주름 관련 단백질 

인자의 발현을 확인했다. 또한, wound-healing 실험을 통해 ENF의 상처 회복 능력을 확인했다. ENF는 DNA 

damage 관련 단백질 인산화된 H2AX (γ-H2AX), checkpoint kinase 2 (Chk2), protein53 (p53), 및 인산화된 

protein53 (p-p53)의 발현을 유의하게 억제했다. 뿐만아니라, ENF는 주름 관련 단백질 matrix metalloproteinase-1 

(MMP-1), matrix metalloproteinase-3 (MMP-3), 및 matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)의 발현도 억제했

다. 고농도의 ENF 처리 시 Hs68 세포의 상처치유 효과도 확인되었다. 결론적으로, ENF는 γ-H2AX, Chk2, 

p53, 및 p-p53의 발현을 유의하게 억제해서 DNA damage를 치유하고 MMP-1, MMP-3, 및 MMP-9의 발현을 

억제 함으로써 주름 생성억제가능성이 있다고 생각된다. 이러한 결과는 ENF가 UVB로 자극된 Hs68에서 γ- 

H2AX, Chk2, p53 및 MMP 경로를 조절하여 UVB로 인한 피부의 손상을 억제할 수 있는 천연자원으로 이용될 

수 있을 것으로 생각된다. 
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Abstract: The human skin is an organ that protects the body from physical and chemical factors. The skin is the largest 

and most massive of the body's organs and is composed of the epidermis, dermis, and subcutaneous tissue. Constant 

UV exposure to the skin can cause DNA damage, oxidation of proteins, and contribute to adult diseases. Nypa fruticans 

Wurmb (NF), rich in phytochemicals (polyphenols and flavonoids), has been traditionally used for treating respiratory 

and other diseases. This study investigated the effects of NF ethyl acetate fraction (ENF) on DNA damage healing and 

inhibition of wrinkle-related factors in UVB-stimulated Hs68 cells. Westernblotting was used to assess the expression 

of DNA damage-related proteins and wrinkle-related protein factors. In addition, the wound recovery capability of ENF 

was confirmed through wound-healing experiments. ENF significantly suppressed the expression of DNA damage-related 

proteins Phosphorylated H2AX (γ-H2AX), checkpoint kinase 2 (Chk2), protein53 (p53), and Phosphorylated protein53 

(p-p53). Furthermore, ENF inhibited the expression of wrinkle-related proteins matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), matrix 

metalloproteinase-3 (MMP-3), and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9). High concentrations of ENF also enhanced wound 

healing in Hs68 cells. ENF is thought to have the potential to heal DNA damage by significantly suppressing the expression 

of γ-H2AX, Chk2, p53, and p-p53, as well as to inhibit wrinkle formation by suppressing the expression of MMP-1, 

MMP-3, and MMP-9. These results suggest that ENF can be used as a natural resource to suppress skin damage caused 

by UVB by regulating the γ-H2AX, Chk2, p53, and MMP pathways in Hs68 cells induced by UVB.  

Keywords: reactive oxygen species, DNA damage, anti-wrinkle, γ-H2AX, MMP   

1. 서  론 

피부는 다양한 외부 요인(환경오염 물질, 흡연, 알코올 

섭취 및 UV)에 의해 노화할 수 있다[1]. 특히 자외선 B 

(UVB)는 280 ∼ 320 nm의 파장대로 표피를 관통하여 피

부에 광노화를 유발하는 주된 요인이다[2,3]. 장시간의 자외

선 조사는 피부 손상 이외에도 활성산소종(reactive oxygen 

species, ROS)의 생성과 직접적인 DNA 손상을 유발한다고 

알려져 있다[4-7]. 

Checkpoint kinase 2 (Chk2), 인산화 된 protein53 (p-p53), 

및 인산화 된 H2AX (γ-H2AX)는 DNA 손상에 중요한 역

할을 한다 [8]. 이들의 발현은 DNA 손상 후 복구에 관여

하며[9,10], protein53 (p53)은 세포의 ROS 수준을 조절하여 

종양 억제를 유도하는데 중요한 역할을 한다[11]. 과도한 

ROS의 생성은 p53의 인산화를 진행 시켜서 노화를 일으킨

다[12]. ROS 증가와 DNA 손상은 주름, 피부 구조 변형을 

유발할 수 있다[13,14].

피부구조를 유지하는 세포외 기질(extracellular matrix, 

ECM)은 다양한 단백질 (프로테오글리칸, 콜라겐, 및 엘라스

틴)로 구성되어 있다[15,16]. ECM은 matrix metalloproteinase 

(MMP)에 의하여 분해 될 수 있다[17]. Matrix metalloproteinase-1 

(MMP-1), matrix metalloproteinase-3 (MMP-3), 및 matrix 

metalloproteinase-9 (MMP-9)의 증가는 ECM을 구성하는 콜

라겐의 분해를 유발하여 피부 손상을 악화시킨다[18]. 그

러므로 광노화로 인한 콜라겐의 분해를 방지하는 것은 피

부 세포 복구에 긍정적인 영향을 미칠 수 있다[19]. 따라서 

ROS의 제거는 생물학적인 다양한 질병을 예방하기 위해 필

요한 과정이다[8]. 해죽순(Nypa fruticans Wurmb, N. fruticans)

은 Araceae과에 속하는 식물로 전통적으로 천식, 결핵, 인

후통, 및 간질환에 사용되어 왔으며[17,20,21], 잎과 줄기의 

메탄올 추출물이 진통효과 및 당뇨병 예방에 효과적인 것

으로 연구되었다[22]. 또한 본 연구진의 이전 연구에서 해

죽순(N. fruticans)의 ethyl acetate 분획물(ENF)의 항산화와 

항염증 및 미백 효과를 확인하였다[23,24].

따라서 본 연구에서는 피부세포 모델에서 UVB 조사에 

따른 ENF의 DNA 손상 회복과 관련된 인자인 Chk2, p53, 

γ-H2AX 및 주름과 관련된 인자인 MMP의 개선 효과를 

확인하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 해죽순 추출물

본 연구에서 사용된 ENF는 이전 연구를 통해 얻어진 추

출물을 동일하게 사용하였다[24]. 해죽순(N. fruticans, NF) 

484.0 g을 80% methanol 4.2 L로 7 일 동안 침지 추출했다. 

추출물과 분획은 진공 증발기(N‑1110S, EYELA, Japan)를 사

용하여 농축했다. 수용성 잔류물은 petroleum ether와 ethyl 

acetate로 분획했다. 분획 된 샘플(ENF, 36.8g)은 사용할 때까

지 4 ℃에서 냉장 보관했다. 실험에 사용된 ENF는 DMSO 

(0.1%를 초과하지 않음)에 50 mg/mL의 농도로 용해했다.
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2.2. 세포 배양 및 세포 독성

본 연구에서 사용된 인간 섬유아세포주인 Hs68 (human 

skin fibroblast)은 American Type Culture Collection (ATCC, 

USA)로 부터 분양 받아서 사용 되었다. Hs68 세포는 10% 

fetal bovine serum (FBS, Biowest, France), 1% penicillin/ 

streptomycin (Biowest, France) 및 plasmocin prophylactic 

(InvivoGen, USA)이 포함된 DMEM에서  5% CO2,  37℃에

서 배양 되었다. 추출물의 세포에 대한 독성을 평가하기 

위해서 1 × 105 cells/well 만큼 96 well plate에 세포를 24 h

동안 배양하였다. 이후 Hs68 세포는 12.5, 25, 50, 100, 200, 

및 400 µg/mL 농도의 추출물로 처리된 뒤 24 h 동안 5% 

CO2, 37℃에서 배양되었다. 24 h 후 Cell-Titer 96® AQueous 

One Solution (Promega, USA)를 이용하여 microplate reader 

(Epoch 2, Bio Tek, USA) 490 nm에서 흡광도를 측정한 다

음 무처리군과 비교하여 세포 독성을 평가하였다. 

2.3. UVB 자극에 의한 세포 생존력 평가

UVB 조사에 대한 세포독성을 평가하기 위해서 Hs68 세

포를 2.5 × 105 cells/well 만큼 60 mm cell culture dish에 세

포를 24 h동안 배양하였다. 다양한 강도의 UVB 처리를 위

해 UV Cross linker (XL-1000, Artisan Technology Group, 

USA)를 이용하여 UVB를 40, 60, 80, 100, 및 200 mJ/cm2로 

조사하였다. 이후 세포 생존률을 확인하기 위해 trypan blue 

dye 0.4% solution (Bio-Rad, USA)을 사용해서 세포를 염색

한 뒤 automated cell counter (TC20TM, Bio-Rad, USA)로 세

포 생존률을 확인하였다. 

2.4. Western Blot 

Hs68세포를 60 mm cell culture dish에 2.5 × 105 cells/well 

만큼 24 h 동안 배양하였다. 세포는 100 및 200 µg/mL 농

도의 ENF로 2 h 동안 처리되었다. 이후 UVB에 의한 자극

을 주기 위해 40 mJ/cm2 강도의 UVB를 처리하였다. 0.5M 

EDTA, protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific, 

USA)이 포함된 RIPA 완충액(Biosesang, Korea)을 사용해서 

세포를 용해 시켰다. 세포 용해물을  4 ℃, 16,000 x g 에

서 15 min 동안 원심 분리(1730R, LaboGene, Denmark)하였

다. 세포 용해물의 단백질 함량은 제조업체의 프로토콜에 

따라 Pierce™ BCA Protein Assay Kits (Thermo Fisher 

Scientific, USA)를 사용하여 정량화하였다. 단백질은 SDS-PAGE

를 사용해서 분리한 뒤 Trans-Blot Turbo Transfer System 

(Bio-Rad, USA)를 이용하여 단백질을 polyvinylidene difluoride 

membrane (PVDF)에 transfer하였다. 0.1% Tween 20 (Bio 

Sesang, Korea)이 포함된 Tris buffer에 5.0% Bovine Serum 

Albumin (BSA, Bio Sesang, Korea)를 사용하여 blocking 하

였다. 1 차 항체를 3.0% BSA에 1 : 1,000 희석하고 4 ℃에

서 12 h 이상 배양하였다. 이후 HRP가 접합된 2 차 항체

와 함께 1 h 동안 배양한 뒤  enhanced chemiluminescence 

(ECL) western blotting detection kit (Bio-Rad, USA)를 사용

하여 검출하고 Chemi Doc (ChemiDoc Imaging Systems, 

Bio-Rad, USA)으로 시각화 하였다.

2.5. Wound Healing Assay

Hs68 세포를 6 well plate에 3 × 105 cells/well 만큼 24 h 

동안 배양하였다. 세포는 멸균된 10 µL pipette tip으로 긁

어서 인공적으로 상처를 만들었다. 이후 24 h 동안 ENF 

100 및 200 µg/mL 농도를 처리하였다. 상처를 만든 0 h 과 

24 h에 현미경 (CKX53, Olympus, Japan)을 사용해서 상처 

치유 과정을 관찰 후 DSLR 카메라 (DS126271, Canon, 

Japan)로 이미지를 얻었다. 

2.6. 통계학적 분석

모든 실험은 3 번 이상 반복 수행되었다. 모든 데이터는 

통계 프로그램(GraphPad Prism 5.02, GraphPad Software, 

USA)을 사용해서 분석되었다. 각각의 데이터는 일원분석

법을 사용해서 분석되었으며, Dunnett 사후 검정을 통해서 

실험의 유의성을 검증하였다. p <0.05 수준은 통계적으로 

유의미한 결과로 간주하였다.  

3. 결과 및 고찰

3.1. 세포 독성

ENF의 ENF의 세포독성을 확인하기 위해서 다양한 농

도(12.5, 25, 50, 100, 200, 및 400 µg/mL)의 ENF를 Hs68에 

Figure 1. Effect of ENF on Hs68 cell viability. ENF; ethyl 

acetate fraction of N. fruticans Wurmb. All data are presented as

mean ± SD for N ≥ 3. 
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처리한 뒤, MTS 시약을 사용해서 세포독성을 평가하였고, 

ENF는 모든 농도에서 유의적으로 독성이 확인되지 않았다

(Figure 1).

UVB 조사 조건을 확인하기 위해 다양한 강도 (40, 60, 

80, 100, 및 120 mJ/cm2)의 UVB를 조사한 다음 조사 강도

별 세포독성(Figure 2A), γ-H2AX, p53 (Figure 2B), MMP-1, 

MMP-3, 및MMP-9 (Figure 2C)의 발현을 확인하였다. 세포 

독성은 40, 60, 80, 100, 및 120 mJ/cm²의 모든 강도에서 대

조군에 비해 유의성이 있게 나타났다. 이후 진행된 시험에

서는 모든 결과에서 대조군에 비해 유의성을 보인 40 

mJ/cm2 강도의 UVB를 처리하였다. p53은 다양한 종류의 세

포 스트레스(저산소증, 산화적 스트레스, 및 DNA damage)에 

의하여 발현이 증가 되는 것으로 알려져 있다[25].

3.2. ENF가 DNA Damage 회복에 미치는 영향

UVB로 인한 DNA damage 회복에 ENF가 미치는 영향을 

확인하기 위해서 western blotting 방법을 사용해서 Hs68 세

포의 γ-H2AX, Chk2, p53, 및 p-p53의 발현을 확인하였다

(Figure 3). UVB 처리는 대조군(1.00 배)에 비해 DNA 

Figure 2. Effects of UVB irradiation on Hs68 cells. (A) Effect of UVB on the cell viability of Hs68. (B) Effect of UVB irradiation 

intensity on γ-H2AX and p53. (C) Effect of UVB irradiation intensity on MMP-1, MMP-3, and MMP-9. All data are presented as 

mean ± SD for N ≥ 3 (# value relative to the control; #p < 0.001 vs. untreated group and ***p < 0.001 vs. UVB stimulated group). 

UVB; ultraviolet B, γ-H2AX; Phosphorylated H2AX, Chk2; Checkpoint kinase 2, p53; protein53, GAPDH; glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase, MMP-1; matrix metalloproteinase-1, MMP-3; matrix metalloproteinase-3, MMP-9; matrix metalloproteinase-9. 

Figure 3. Inhibitory effect of ENF on UVB induced DNA 

damage markers: γ-H2AX, Chk2, p-p53, and p53 on Hs68 cells.

(A) Expression of γ-H2AX, Chk2, p-p53, and p53 based on 

UVB irradiation. (B) Bar graph of the expression of γ-H2AX 

based on UVB irradiation. (C) Bar graph of the expression of 

Chk2 based on UVB irradiation. (D) Bar graph of the expression 

of p-p53 based on UVB irradiation. All data are presented as 

mean ± SD for N ≥ 3 (# value relative to the UVB irradiation 

condition; #p < 0.001 vs. untreated group and ***p < 0.001 vs. 

UVB stimulated group). p-p53; Phosphorylated protein53 
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damage 관련 단백질 인자 γ-H2AX (6.40 배), Chk2 (2.41 

배), 및 p-p53 (20.45 배)의 발현을 증가시켰다. γ-H2AX, 

Chk2, 및 p-p53의 발현은 세포의 DNA damage를 의미한다

[26,27]. ENF의 처리(100 및 200 µg/mL)는 γ-H2AX (8.18 

및 1.38 배), Chk2 (0.32 및 0.99 배), 및 p-p53 (6.46 및 0.22 

배)의 발현이 양성 대조군에 비해 현저히 감소한 것이 확

인되었다.

3.3. ENF의 광노화 개선 효과

UVB로 인한 광노화 지표와 관련된 단백질 인자들의 발

현을 확인하기 위하여 Hs68 세포의 MMP-1, MMP-3, 및 

MMP-9의 발현을 확인하였다(Figure 4). UVB 처리는 대조

군 (1.00 배)에 비해 MMP-1, MMP-3, 및 MMP-9의 발현을 

증가시켰다. MMP의 발현은 광노화와 관련 지표로 알려져 

있다[28]. ENF의 처리 (100 및 200 µg/mL)는 MMP-1 (0.20 

및 0.07), MMP-3 (0.46 및 0.11), 및 MMP-9 (0.18 및 0.39)

의 발현이 양성 대조군에 비해 농도 의존적으로 감소한다

는 것을 확인하였다. ENF의 치유 효과를 확인하기 위해서 

wound healing assay를 수행하였다. Wound healing assay는 

자극으로 인해 손상된 조직의 기능을 다시 복구하는 과정

을 확인하는 방법으로 알려져 있다[29]. ENF의 처리는 대

조군(1.00 배)에 비해 50 및 100 µg/mL의 농도에서 손상된 

면적에 비하여 0.23 배 및 0.45 배의 세포 손상이 회복된 

것이 확인되었다(Figure 5). 이는 ENF가 UVB로 인해 손상

된 Hs68 세포 손상 및 기능을 회복시킬 수 있을 것이라고 

생각된다.

ENF는 UVB에 의해 상향 발현된 γ-H2AX, Chk2, 및 

p-p53의 발현을 유의적으로 감소시켰다. γ-H2AX는 DNA 

손상 반응(DDR)에서 중요한 단백질 인자로, γ-H2AX의 

감소는 DNA 복구의 지표라고 할 수 있다[30,31]. Chk2, 및 

p53 경로는 DDR에서 p53과 연관된 세포 사멸 경로 활성

화 및 세포주기 정지를 유도한다고 알려져 있다[32]. Chk2, 

및 p53 경로의 발현 감소는 산화 스트레스의 억제를 나타

낸다[26,33]. ENF는 UVB에 의해서 과도하게 발현된 

MMP-1, MMP-3, 및 MMP-9의 발현도 감소시켰다. MMP의 

억제는 인간의 피부노화를 방지한다고 알려져 있다[33]. 

또한, 고농도의 ENF (200 µg/mL)에서 손상된 세포의 치유

가 가장 유의적으로 나타났다. 

Figure 4. Inhibitory effect of ENF on anti-wrinkle on by UVB 

stimulation MMP-1, MMP-3, and MMP-9 on Hs68 cells. (A) 

Expression of MMP-1, MMP-3, and MMP-9 based on UVB 

irradiation. (B) Bar graph of the expression of MMP-1 based on

UVB irradiation. (C) Bar graph of the expression of MMP-3 

based on UVB irradiation. (D) Bar graph of the expression of 

MMP-9 based on UVB irradiation. All data are presented as 

mean ± SD for N ≥ 3 (# value relative to the UVB irradiation 

condition; #p < 0.001 vs. untreated group and ***p < 0.001 vs. 

UVB stimulated group).   

Figure 5. Wound healing effect of ENF on Hs68 cells. All data

are presented as mean ± SD for N ≥ 3 (# value relative to the 

UVB irradiation condition; #p < 0.001 vs. untreated group and 
***p < 0.001 vs. UVB stimulated group).  
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4. 결  론

종합적으로 ENF는 UVB로 자극된 Hs68 세포의 γ-H2AX, 

Chk2, p-p53, MMP-1, MMP-3, 및 MMP-9의 발현을 효과적

으로 저해시켰다. 이러한 결과는 ENF가 손상된 Hs68 세포

에서 DNA damge 및 항주름 보호와 세포 손상 및 기능 회

복에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 생각된다(Figure 6). 

하지만 본 연구에서 사용된 ENF는 해죽순의 ethyl acetate 

분획물이므로, 임상에 적용하기 위해서는 이러한 결과를 

바탕으로 후속 연구가 필요하다. 추가적인 연구를 통해 해

죽순 천연물이 기능성 화장품과 식품의 소재로 학문적 및 

산업적으로 활용될 가능성이 있다고 생각된다.
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