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    蘇木  新修本草에 처  收載 었 , 상에  活血破 , 消

止痛  효능  어 經閉痛經, 産後 阻, 胸 刺痛, 外傷 痛, 

破傷風  증상  료하는  사용 고 다1). 蘇木  한민 약
2)에 목 (蘇木) Caesalpinia sappan Linné ( 과 

Leguminosae)  심재 고 收載 어 다.

    蘇木  주  brazilin  알  는 ,   천연

색   많  알  다.  에도 hematoxylin  항보체 

 가지는  hematein  리 어 고3), saponin

과  α-1-phellandrene과 ocimene  함 한다4). 蘇木

 약리작용 는 항균  작용5,6), 항산   간보  작용7), 항

암 8,9), 항염증10), 염증  염  염, 해열, 진통작용11), 

U937 포  장억  효과12) 등 여러 연 들  보고 었다.

    피 포  80%  차지하는 각질  포는 주  피  

에 하여 피  각질  하고 장벽  능  담당하는 것  

알 나, UV에 한 역학   하는 사 토  

 염증   도하는 생리 질  생 하고 하는 

역할도 하는 것  알  다13).

    Tight junction  포- 포 간 결합  연계하는 다  단 질 

복합체 (multiprotein complexes)   경  리 학

 공격  어하는 피  장벽  역할과 함께 상피  해질과 

蘇木과 그 지표물질인 brazilin이 인간 유래 각질 형성 세포의 tight 

junction 유 자 발 에 미치는 향
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수  동  하  포 내 신  달  하는 등 다양한 

생 학  능  수행한다14,15). Tight junction   단 질

 occludin과 claudin  transmembrane domain  포함하고 

어 포막 내에 강하게   zona occludens-1 (ZO-1), 

ZO-2, cingulin 뿐만 아니  actin cytoskeleton과 결합하여 다양

한 신  달 단 질과  상 작용  통해 포 간 착과 수   

 등  질 동  하는 능  가진다16-18). Tight 

junction  단 질   약산  (pH 5.5) 지   

리아  러스   막고 각질 포  열과  하

 과 같   요 들과 포  같  내  

요  복합  작용   수 는 피  장벽  지하는 

요한 역할  수행하고 다19,20).    여러 요 들에 

해  피  장벽 상  결  피  수 량 감  주  생  

원   수 21-23) claudin 1 단 질  knock out  마우

스가 탈수 증상  보  생후 1  내에 사망한 연  결과  

어 tight jucntion 단 질  피  보습  효과  아토피 료  

 연 도 루어지고 다24-27). 그러므  피  장벽 강   

보습  한 용  재 질  탐색  실용 하  해

는 tight junction   에 한 연 가 요하다.

    근 식 약   장  야에  천연에 재하는 식  항

산 , 항염증, 미   항균 효과  탕  용  질 재들

 탐색하고,  실용 하  한 연 가  루어지고 

다. 한 학에  통경 , 진통 , 항염  역할과 어 양과 

, 상 과 같  염  질병과 증, 양  료하는 약재  

사용 고 는 蘇木 (Sappan Lignum)  항산 , 향균, 미  효과

가 어 장  천연 보  사용 가능  시 고 다
28,29). 하지만 tight junction  mRNA  에  

피  장벽 강   개 에 미 는 蘇木  향  잘 알  지 

않다. 

     본 연 는 tight junction  mRNA 에 미

는 蘇木과 그 지 질 brazilin  향  사하 고, 추가

 蘇木과 brazilin 처리에 한 간 래 각질  포 

(human keratinocyte cell line)  HaCaT 포  포- 포 

착 강도 강  효과  하여 한 결과  얻었 에 에 보고

하는 다. 

재료  법

1. 재료

1) 약재

    실험에 사용  蘇木  한  울  동양허  주식 사  

2017  8월에 매 (NO; 2017-0812)하여 원  진  질  

우열  가천 학  한 과 학 본 학 실에  감 하 고, 약재

는 ultrasonic cleaner  용하여 순  거하고 실험에 사

용하 고, brazilin  ChemFaces (China)  통해 개별 매하여 

실험에 사용하 다.

2) 시약  

    본 실험  해  Dulbecco's modified Eagle medium 

(WELGENE, Korea), fetal bovine serum (WELGENE, Korea), 

100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin (WELGENE, 

Korea), filter paper (Advantec No. 2, Japan), DPBS (Corning, 

USA), Trypsin-EDTA (WELGENE, Korea), potassium 

persulfate (Sigma, USA), ABTS (Sigma, USA), MTS solution 

(Promega, USA), eCube Tissue RNA Mini Kit (PhileKorea, 

Korea), 5X M-MLV RT reaction buffer (Promega, USA), 

M-MLV reverse transcriptase (Promega, USA), RNase 

inhibitor (Enzynomics, Korea), 2X Prime Q-mater Mix 

(GENET BIO, Korea), RiboEX 등  사용 었다. 본 실험에 사용

 는 CO2 incubator (Thermo Fisher Scientific, USA), 

water bath (HAAKE, Germany), rotary vacuum evaporator 

(Eyela, Japan), ultrasonic cleaner (Branson, USA), 

microplate reader (Molecular Devices EMax Plus, USA), The 

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, USA), AriaMx (Agilent, 

USA) 등 다.

2. 법

1) 蘇木 열수추출  

    蘇木 약재  50 g  량  한 뒤, 추출 에 1차 

증 수 2,000 ml  함께 어주었다. 탕액  끓는 시  2 

시간 동안 가열한 뒤, 추출액  filter paper에  감압하여 여과액

 작한 후, rotary vacuum evaporator  용하여 축액  

얻었 ,  축액  동결건  용하여 건 한 말  작

하 다. 동결건  추출  10.2 g  었 , 수  

20.4% 다.

2) 포 양

    실험에 사용  포주는 HaCaT (Thermo Fisher Scientific, 

USA)  Dulbecco’s modified Eagle medium에 10% fetal 

bovine serum과 1% 항생  첨가하여  포 양법  3

7℃, 5% CO2 건에  양하 다.

3) 항산  효능 평가

    ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 

acid) assay  용하여 蘇木과 brazilin  항산  효능  하

다. Potassium persulfate 2.4 mM과 ABTS 7 mM  1:1 피

 맞추어 합해주고 24 시간 동안 실 에  차  상태  

시  주어 ABTS free radical  만들어주었다. 그 후 ABTS 

free radical  D.W  하여 650 ㎚ 도가 0.7 근  도

 ABTS working solution  만들었다. 96 well plate  각 well

에 ABTS working solution 80 ㎕  sample 20 ㎕  합하고, 

4 min 동안 차  상태  시킨 후 microplate reader  

650 nm  도  하 다. 항산  효능  다  식  용하

여 계산하 다.

 

 


 ×

4) 포 생  평가
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    蘇木과 brazilin  HaCaT 포  포 생 에 미 는 향

 알아보  해 MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5- 

(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, 

inner salt) assay  수행하 다. 96-well plat에 HaCaT 포  

5,000 cells/well  주한 뒤 24 h 동안 양한 뒤 각각  well  

시료가 도 별  처리  지  해  뒤 다시 24 h 동안 

양해 주었다. 그 후 MTS 시약  첨가하고 microplate reader  

용하여 490 nm에  도  하 다. 시료  처리하지 않  

  시료  처리한 포  생   시하여 상

 독  하 다.

포생존율 대조군의흡광도

시료첨가군의흡광도시료자체의흡광도
×

5) RNA 추출  quantitative real-time PCR

    6-well culture dish에 HaCaT 포  1×105 cells/well  

주하고 24 h 동안 양하 다. 그 후 각각  well에 蘇木과 

brazilin  1 μg/ml  처리하여 다시 48 h 동안 양하 다. 시료

가 첨가  지  거한 후 PBS  척한 뒤 RiboEx 1 ml  

포  lysis 한 다 , hybrid-R RNA purification kit (Geneall, 

Korea)  용하여 RNA  추출하 다. 추출한 RNA는 Qubit 2.0 

fluorometer  량 하 고, 게 추출하여 량한 total RNA  

cDNA  합 하  하여 total RNA 2 μg, dNTP mix (10 mM) 

2 μL, random hexamer (100 pmol/μL) 2 μL   후 

DEPC-treated water   피 20 μL가 도  하 다. 65℃에

 5 min간 시킨 후 시 얼 에 냉각시킨 다 , 각각 5X 

M-MLV RT reaction buffer 8 μL, M-MLV reverse 

transcriptase 2 μL, RNase inhibitor 2 μL, DEPC-treated 

water 8 μL  추가  첨가해 주었다. 그 뒤 실 에  10 min

간  후에 50℃에  1 h 동안 시  cDNA  합 하 다. 추

후 실험에는 게 합 한 cDNA  1/5  시  사용하 다. 

蘇木과 brazilin 처리에 해 tight junction   

mRNA 량  해 보  하여 quantitative real-time PCR 

(qRT-PCR)  실시하 다. 2X Prime Q-master mix 10 μL, 10 

pmol/μL  forward primer  reverse primer  각각 1.5 μL, 

nuclease free water 2 μL, 합 한 후 1/5  시킨 cDNA 5 

μL   뒤 95℃에  denaturation 20 s, 58℃에  annealing 

20 s, 72℃에  elongation 20 s  40 cycle 실시하는 건 하에

 AriaMx  용하여 qRT-PCR  수행하 다. 실험 과 

 internal standard  β-actin  사용하 고, 실험에 사용한 

primer  염  열  Table 1과 같다.

6) Dispase  해리 

    12-well culture dish에 2×105 cells/well  주하고 24 h 

동안 양한 후 각각  well에 蘇木과 brazilin  1 μg/ml  처리

하 다. 24 h 후 시료가 첨가  지  2.4 U/ml  dispase II가 

포함  지  하고, 37℃에  30 min 동안 양하여  

착 포 단  얻었다. 후 dispase II가 포함  지  거하

고, 포 단  PBS  심스럽게 척 한 후 12-well culture 

dish에 리  충격  주어 단편  얻고  지   

사용하여 사진  하 다. 각각  well에  얻  단편  개수  

 후 시료  처리하지 않    蘇木과 brazilin  처리

한 단편  수   시하여 상  단편  수  하

다. 

Table 1. Primers used for quantitative analysis of gene expression

Gene Primer sequence (5’ to 3’)
Product 
size (bp)

Annealing 
temp. (℃)

Claudin 1 F GCA GAT CCA GTG CAA AGT CT 136 58

R CAT ACA CTT CAT GCC AAC GG

Claudin 3 F GCA TGG ACT GTG AAA CCT CA 145 58

R AAT ATC AAG TGC CCC TTC CA

Claudin 4 F CGC ATC AGG ACT GGC TTT AT 131 58

R AGT TGA GGA CCT GGA AGG CT

Claudin 6 F GGC CCT CTG AGT ACC CTA CC 136 58

R GCA GGA GGC AGA AAC AAA AG

Claudin 7 F ATG TAC AAG GGG CTG TGG AT 132 58

R CAC CAG GGA GAC CAC CAT TA

Claudin 8 F GGC TGT TTC TTG GTG GTG TT 137 58

R CAC GCA ATT CAT CCA CAG TC

Occludin F TTT GTG GGA CAA GGA ACA CA 137 58

R ATG CCA TGG GAC TGT CAA CT

JAM-A F TGC CTC TTC ATA TTG GCG AT 144 58

R TGT CAC GGA CTT GAA GGT GA

ZO-1 F AGA GCA CAG CAA TGG AGG AA 133 58

R GAC GTT TCC CCA CTC TGA AA

ZO-2 F AGC AGG AGC AGA AGC AGA AG 148 58

R CAT ATC AGC TCT TCC ATG CC 

Tricellulin F GGC AGC TCG GAG ACA TAG AG 147 58

R TTT GCT GTT CTC AGT TCC TTG A 

β-actin F TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A 295 58

R CAG CGG AAC CGC TCA TTG CCA ATG G

결    과

1. 蘇木과 brazilin  항산  효능 

    추출 법에  蘇木  뛰어난 항산  효능과 brazilin  항

산  효능   연  통해 리 규 어 다30). 우리는 蘇木

 다양한 효 들  열수 추출에 해 효과  추출 었는

지 검증하  하여 ABTS assay  통해 蘇木과 brazilin  가지

는 항산  효능  검증하 , 항산  효능  증  

resveratrol  용하여 실험  신뢰  보하 다. 그 결과, 

resveratrol  항산  효능  도  증가하여 100 µM

에  81.23%  나타났 , 蘇木과 brazilin에 도 도  

항산  효능  보  특  50 µg/ml에  각각 93.07%, 

84.20%  항산  효능  보 다. 

2. 蘇木  tight junction  에 미 는 향

   본 연 에 는 蘇木  피  하는 각질  포에  

피  장벽과 한 연  는 tight junction에 미 는 향  

알아보  해  tight junction   량  

하 다. qRT-PCR  통해 tight junction  mRNA 

 변  하 에 앞  蘇木  HaCaT 포  포 생

에 미 는 향  MTS assay  통해 하여, 후 HaCaT 

포에 처리할 수 는 蘇木  효한 도  하 다. 蘇木 처
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리에 해 HaCaT 포  포 생  차 증가하여 10 

µg/ml에  141.43%  가장 높  포 생  보 고,  결과

 탕  포 증식에 향  주지 않  蘇木  효과  

극  할 수 는 도  1 µg/ml 건 하에  qRT-PCR  진

행하 다. 蘇木  처리하지 않    실험  tight 

jucntion  mRNA 량  해 본 결과, 蘇木  처

리에 해 HaCaT 포  claudin 3, claudin 6, ZO-2  

mRNA 량  증가하  특  claudin 6  mRNA 량

 蘇木 처리에 해 4.06  크게 증가하 고, 蘇木 처리에 

한 HaCaT 포  claudin 6 mRNA 량  도에 

 증가하는 것  하 다.

Fig. 1. Anti-oxidant activities of the Sappan Lignum and brazilin. ABTS 

free-radical scavenging activity of Sappan Lignum and brazilin. n=3 

(biological replicates), Average±S.E.M.

Fig. 2. (A) Cell viability of HaCaT cells after Sappan Lignum 

treatment. HaCaT cells were treated with indicated concentrations of 

Sappan Lignum for 24 h and cell viability was measured by MTS assay. (B) 

Effect of Sappan Lignum on tight junction-related mRNA expression level. 

HaCaT cells were treated with 1 µg/ml Sappan Lignum for 48 h (C) Effect 

of claudin 6 mRNA expression level by Sappan Lignum treatment in 

concentration-dependent manner. HaCaT cells were treated with indicated 

concentrations of brazilin for 48 h. mRNA expression level was measured 

by qRT-PCR. **P<0.01, ***P<0.005 versus control.
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Fig. 3. (A) Cell viability of HaCaT cells after brazilin treatment. HaCaT 

cells were treated with indicated concentrations of brazilin for 24 h and 

cell viability was measured by MTS assay. (B) Effect of brazilin on tight 

junction-related mRNA expression level. HaCaT cells were treated with 1 

µg/ml brazilin for 48 h (C) Effect of claudin 6 mRNA expression level by 

brazilin treatment in concentration-dependent manner. HaCaT cells were 

treated with indicated concentrations of brazilin for 48 h. mRNA 

expression level was measured by qRT-PCR. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005 

versus control.

3. Brazilin  tight junction  에 미 는 향

    앞  연 에  蘇木  처리에 해 HaCaT 포  claudin 

3, caludin 6, ZO-2  mRNA  증가한 것  하 다. 

HaCaT 포  tight junction   변 에 미  蘇木  

효과가 蘇木 추출 에 포함  다양한 효 질   지

질  brazilin과 연  는 것 지 하  해 brazilin  

용하여 같  실험  수행하 다. Brazilin 처리에 해 HaCaT 

포  포 생  증가하는 것  MTS assay  통해 하

, 1 µg/ml에  177.39%  가장 높  포 생  나타났

다. MTS assay 결과  탕  포 증식에 향  주지 않

 brazilin  효과  극  할 수 는 1 µg/ml 도 건 하에

 brazilin  처리하지 않    실험  mRNA 량

 하 고, HaCaT 포  claudin 3, claudin 6, ZO-2  

mRNA 량  brazilin에 해 각각 1.98 , 3.00 , 1.73  증

가하  蘇木  처리에  claudin 3, claudin 6, ZO-2  

mRNA  변  사한 결과  얻었다. 또한 brazilin에 한 

HaCaT 포  claduin 6 mRNA  변 는 처리해  brazilin

 도에  증가 양상  하 다. 

Fig. 4. Dispase-based dissociation assay in HaCaT cells treated with 

Sappan Lignum or brazilin. HaCaT cells were treated with 1 µg/ml 

Sappan Lignum and brazilin, and after 24 h the dispase assay performed. 

(A) Culture wells photographed after performance of the dispase-based 

dissociation assay. (B) The resulting fragments were counted. *P<0.05, 

**P<0.01 versus control.

4. 蘇木과 brazilin  HaCaT 포  포- 포 착 강도에 미

는 향

      연  통해 蘇木과 brazilin  처리에 해 HaCaT 

포  tight junction   claudin 3, claudin 6, ZO-2 

 mRNA  진 는 것  하 다. 추가 , 蘇木

과 brazilin  포- 포 착 강도에 미 는 향  사하  

해 dispase  해리 실험  수행하 다. HaCaT 포에 dispase

 처리하여  착 포 단  얻고, 리  충격  가하여 

얻  단편  수  한 결과 시료  처리하지 않  에 

해 蘇木과 brazilin  처리한 시료  포 단편  각각 32.10%, 

43.67%  감 하 다.

고    찰

    蘇木  재 각   원 모양,   원 모양 

또는 막 모양 다.  등 색~ 갈색 나  연한 갈색~

색  변재가 붙  것도 다.  가  또는  잘  

고 질  하나  잘린 것  스러지  쉽다. 횡단  

나  뚜 하게 볼 수 다2).

    蘇木  주요  brazilin, chalcones, rhamnetin, ombuin, 

quercetin, sappanchalcone, homoisoflavonoids, sappanin, 

caesalpins J and P, dibenz[b,d]oxocins(protosappanins A, B 

and C, protosappanin E-1 and E-2) 등  함 어 31)

蘇木과  지 질  brazilin  항산  효능  보고 고 

다32,33).

    본 연 에 는 열수 추출 법  얻  蘇木 추출 에 항산

 효능  나타내는 蘇木  효 들  효과  추출 었는지

에 한  검증  해 蘇木과 brazilin  항산  효능  ABTS 

assay  검증하 고, 蘇木과 brazilin 모  도  항산  

효능  가지는 것  하 다. 

   각질  포가 학 질 나  등  경  스트 스

에 지  출  tumor necrosis factor (TNF)-α  

interleukin (IL)-1, -6, -7, -8, -10, -12, -15, -18  -20과 

같  여러 가지  염증  cytokine들  하여 피  각질 

 포  증식 도  감 시키고, 진피  질  해

함  상  피   도  하시키는 것  알  

다34).

    본 연 는 간 래 각질  포  HaCaT 포에  

tight junction  mRNA  에 미 는 蘇木  향

 하 고, 蘇木에 해 HaCaT 포  tight junction 

  caludin 3, claudin 6, ZO-2  mRNA 량  증가한 결

과  얻었다. Tight junction  mRNA   변 에 미

는 蘇木  효과  여러 야에 용하여 연   개 하  해

는 蘇木  다양한 효   단  합 에 한 연 가 필

요하다.

    에 본 연 는 蘇木   지 질 brazilin  HaCaT 

포에 처리하 고, 蘇木에 한 claudin 3, claudin 6, ZO-2  

mRNA  변  사한 결과가 재 었다. Tight junction  
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하는 피 포 사   연결  합하여 해질과 수

 동  하고, 포 내 신  달   경  

리 학  공격  어하는 피  장벽  능  수행한다14,15). 그

러므  러한 결과는 tight junction  에 향  미

 蘇木과 brazilin  피  장벽 강 에 용한 재 질  연  

 개 할 가능  시사한다. 

    포 착 강도는 포간  커뮤니  에 필수  역

할  하  직  달과 지에 요한 역할  한다35). Tight 

junction과 어 포 사  결합  연계하는 포 착 에

 蘇木과 brazilin  역할  알아보  해 dispase  해리 

 수행하 다. 그 결과, dispase 처리  리  충격에 해 

생  HaCaT 포 단편  수가 蘇木과 brazilin 처리에 해 감

하  HaCaT 포  포- 포 착 강도가 강  것  하

다. 蘇木과 brazilin에 해 강  포- 포 착 강도는 피  

장벽  약 시키는  요 들   피  직  지하

 보 할 수  것  다.

결    

    본 연 에  蘇木과 그 지 질 brazilin에 한 HaCaT 

포  tight junction  에 변  항산  효능  

HaCaT 포  포- 포 착 강도 강  효과  하여 다 과 

같  결  얻었다.

    ABTS assay  통해 蘇木과 brazilin  도  

radical 거능  어 열수 추출 법  얻  蘇木과 

brazilin  항산  효능   하 다. 

    蘇木  HaCaT 포  tight junction  에 미 는 

향  한 결과 蘇木  처리에 해 claudin 3, claudin 6, 

ZO-2  mRNA 량  각각 2.35, 4.06, 1.57  증가하 , 

蘇木   지 질  brazilin 또한 HaCaT 포  claudin 

3, claudin 6, ZO-2  mRNA  증가시키  蘇木과 사한 

효과  나타냈다.

    HaCaT 포에 蘇木과 brazilin  처리 한 후 dispase  처

리하여 얻   착 포 단  얻고, 리  충격  가하여 

얻  단편  수  한 결과 시료  처리하지 않  에 

해 蘇木과 brazilin  처리한 시료  포 단편  각각 

32.10%, 43.67%  감 하  포- 포 착 강도 강  효과  

하 다.

    蘇木  다양한 tight junction  mRNA 에 향  

키 ,  결과는 蘇木  하는  단  합  

brazilin에  재 었다. 향후 tight junction    

 포- 포 착 강도  강  통한 피  장벽 강   보습에 

미 는 brazilin  효능에 한 보다  연 가 필요한 것  

생각 는 다. 
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