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자외선 조사에 의해 노화된 섬유아세포에서 Cycloheterophyllin의 

항노화 효능
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Dermal Fibroblasts
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Abstract  This study was carried out to identify the skin anti-aging effect of cycloheterophyllin on dermal fibroblasts. To elu-

cidate anti-aging effects of cycloheterophyllin on dermal fibroblasts, I measured cell viability, mRNA expressions, and Col-

lagen, type I/matrix metallopeptidase 1(MMP1)-ELISA assay. In this study, I investigated the effects of cycloheterophyllin on

Collagen, type I, alpha 1(COL1A1)/Collagen, type III, alpha 1(COL3A1)/MMP1/Superoxide dismutases/Catalase(CAT)

mRNA expressions and Collagen, type I/MMP1 protein production. Quantitative Real-time RT-PCR showed that cyclo-

heterophyllin increased mRNA level of COL1A1/COL3A1/CAT genes and collagen, type I protein by ELISA assay compared

to UVA-treated dermal fibroblasts. Furthermore MMP1 mRNA and protein expressions were decreased by cycloheterophyllin

treatment. These observations revealed that cycloheterophyllin increased anti-aging effects in dermal fibroblasts. Therefore, I

identified the anti-aging effects of cycloheterophyllin, and these results showed that the cycloheterophyllin can be a con-

siderable potent ingredient for skin anti-aging. Based on this, I anticipated further researches about cycloheterophyllin for mech-

anism to develop not only cosmetics but for healthcare food or medicine.
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Catalse

피부는 외부 환경의 위해로 부터 생명체의 항상성을 유지

시켜 주는 일차적인 방어기관이다. 또한 물리적, 화학적, 생

물학적인 장벽기능을 수행하고 있고 인체의 최외각층에 존

재하고 있어 다양한 외부 요인에 의해 손상/회복이 반복적

으로 진행되게 된다.
1,2)

 외부 환경의 주요 인자로는 황사, 미

세먼지 등의 대기오염물질, 자외선, 병원성 미생물의 번식

등을 대표적으로 들 수 있으며 이들은 활성산소종(Reactive

Oxygen Species; ROS)을 생성하여 피부 세포의 손상과 사

멸을 유도하고 피부의 건조, 탄력저하, 주름생성 등의 피부

노화를 유발한다.
2,3)

피부 노화는 크게 외인성 노화와 내인성 노화로 구분되는

데, 내인성 노화는 생명체를 구성하는 기관의 자연적인 퇴

화과정에 의해 진행되는 노화이고 외인성 노화는 광노화와

같이 외부환경 인자에 노출되었을 때 발생하는 노화이다.
4,5)

생체 내에서 일어나는 외인성 노화를 모사하기 위해서 In

vitro 상에서 배양중인 섬유아세포에 자외선을 조사하거나,

생체에 직접적으로 자외선이 조사되면 콜라겐의 생성이 감

소되고 Matrix metallopeptidases(MMPs)의 발현이 증가하여

피부 진피층 내의 세포외기질이 손상을 받게 된다.
5,6)

 또한

UVA(ultraviolet A)와 UVB는 활성산소종을 생성시키고

DNA 손상을 유발하여 세포사멸을 유도하고
7)

 이로 인해 간

접적 혹은 직접적으로 광감작, 염증반응, 암화 등을 유도한

다.
8)

 피부는 인체의 최외곽층으로 자외선에 노출되어 있을

뿐만 아니라 대기 중 산소에 직접 노출되어 있기 때문에 활

성산소종이 과도하게 생성되기 쉽다. 또한 피부에 반복적

인 자외선에 노출될 경우, superoxide dismutases(SODs),

glutathione peroxidases(GPXs), catalase(CAT) 등과 같은 항
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산화 효소의 이상에 의한 항산화 시스템의 불균형이 초래

될 수 있다.
9,10)

Prenylflavone의 일종인 Cycloheterophyllin(C30H30O7)(Fig.

1A)은 잭후르츠(Artocarpus heterophyllus)로부터 분리되며

항 혈소판 활성,
11,12) 
항염증 효과

13)
 및 항산화 효능

14)
을 비

롯한 약리학적, 생물학적 기능이 있다고 알려져 있다. 또한

UVA에 의해 노화가 유도된 인간 진피 섬유아세포의 항산

화 효능이 있음이 보고되었다.
15)

 그러나, cycloheterophyllin

이 사람의 피부 섬유아세포에서 UVA에 의해 촉발된 노화

현상을 회복시키거나 항산화효소 중 어느 항산화효소에 의

한 노화 개선이 이루어 지는지에 대한 연구는 전무한 실정

이다.

본 연구에서는 cycloheterophyllin의 항노화 효능과 관련

되어 섬유아세포의 표지인자인 Collagen, type I, alpha 1과

MMP1, Collagen, type III, alpha 1, SODs, CAT 등의 유전

자 발현에 미치는 영향을 확인해 보고, 자외선에 의해 감소

된 섬유아세포의 collagen, type I 단백질의 생산과 자외선

에 의해 증가된 MMP1 단백질의 생산이 cycloheterophyllin

에 의해 회복되는지 입증하고자 한다. 또한 자외선 조사에

의해 변화된 섬유아세포의 항산화 시스템이 cycloheterophyllin

에 의해 회복되는 지의 여부를 확인하고자 한다. 이를 통해

cycloheterophyllin의 향후 항노화 화장품 및 바이오 소재로

서의 가능성을 제시하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 및 세포배양 인간 진피유래 섬유아세포(NHDF;

Normal human dermal fibroblasts)는 Lonza(Swiss)에서 구

매하여 사용하였으며, 세포배양을 위한 Dulbecco’s modified

Eagle’s medium(DMEM), fetal bovine serum(FBS)는

Welgene(Korea)에서, penicillin/streptomycin은 Invitrogen

(USA)에서 구입하여 사용하였다. 실험에 사용된 cyclohete-

rophyllin은 ChemFaces Co.(China; CFN97748, Purity98%)

에서 구입하였다. 섬유아세포는 37
o
C로 유지되고 5% CO2,

100% 습윤상태의 인큐베이터에서 배양하였다.

자외선 조사  UVA 조사로 섬유아세포의 노화를 유도하

기 위해서 다음과 같은 조건으로 UVA를 조사하였다.
16)

 섬

유아세포가 배양되고 있는 35π 조직배양접시에 phenol red-

free DMEM을 1 ml 접종한 후, 자외선 조사장치(BioLink,

Vilber Lourmat, France)를 사용하여 5 J/cm
2
의 UVA를 조

사하였다.

세포 생존율 측정 세포 생존율은 CCK-8(cell counting

kit-8, EZ-Cytox, DoGen, Korea) assay를 이용하였다. 2×10
4

개의 섬유아세포를 96 well 조직배양접시에 접종한 후

cycloheterophyllin을 농도 별로 처리하였다. cycloheterophyllin

을 농도 별로 처리한 섬유아세포를 24 h 배양한 후 CCK-8

시약을 첨가하여 30 min 동안 5% CO2, 37
o
C 인큐베이터

에서 배양하였다. ELISA reader(BioTek, USA)를 사용하여

450 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 세포를 첨가하지 않고

배지만 넣은 대조군의 흡광도를 기준으로 세포 생존율을 산

출하였다. 

RNA 추출 및 실시간 유전자 중합효소 연쇄반응(Real-

time RT-PCR)  Invitrogen사의 TRIzol Reagent(USA)를

사용하여 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA로부터 cDNA의

합성은 Superior Script III Master Mix(Enzynomics, Korea)

를 사용하여 합성하였으며, 섬유아세포 표지인자와 항산화

효소의 발현을 측정하기 위하여 Real-time RT-PCR(Applied

Biosystems, USA)을 진행하였다. 실험에 사용된 Taqman
®

Gene expression assay는 Table 1에 표기하였다.

효소결합면역흡착법(ELISA; Enzyme-linked Immuno-

sorbent Assay)  cycloheterophyllin이 Collagen, type I과

MMP1 단백질 생성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 섬

유아세포를 24 h 동안 37
o
C CO2 인큐베이터에서 전 배양

한 후, 자외선 조사장치를 통해 5 J/cm
2
의 UVA를 조사하였

다. 조사 후 1 μg/ml 농도의 cycloheterophyllin을 첨가하여

48 h 동안 배양하였다. Procollagen type I C-peptide-ELISA

kit(Takara Bio, Japan)와 MMP1-ELISA kit(R&D Systems,

USA)를 이용하여 제조사의 프로토콜을 따라 섬유아세포가

분비하는 배양배지 내의 Collagen, type I과 MMP1의 양을

측정하였다.

통계분석 통계처리는 Student’s T-test법을 이용하여 유

의 수준을 0.05(p<0.05)로 하여 검정하였다.

결과 및 고찰

Cycloheterophyllin 농도별 섬유아세포의 생존율 분석 

섬유아세포에 대한 cycloheterophyllin의 세포독성에 대한 영

향을 확인하기 위하여 CCK-8 assay를 실시하였다. 대조군

은 cycloheterophyllin을 처리하지 않았고 시료 처리군은 100,

10, 1 μg/ml, 100, 10 ng/ml 의 농도로 처리하여 세포생존율

을 측정하였다(Fig. 1B). 10 μg/ml 이상의 농도를 처리할 때

섬유아세포의 생존율이 유의성있게 감소함을 확인하였다

(Fig. 1B). 1 μg/ml의 농도로 처리시에는 섬유아세포의 생존

율이 대조군과 비교해 유사함을 확인하여 본 실험에서는

1 μg/ml의 cycloheterophyllin을 처리하여 추가실험을 진행하

였다. 

자외선 조사와 Cycloheterophyllin 처리에 따른 섬유아

세포의 mRNA 발현 자외선은 파장에 따라 UVA(장파장,

320~400 nm), UVB(중파장, 290~320 nm), UVC(단파장,

200~290 nm)로 구분된다.
1,3)

 본 연구에서는 피부의 진피층

까지 침투하여 외인성 노화를 유발하는 UVA를 적용하여

섬유아세포의 노화를 유도하였다. 섬유아세포에 5 J/cm
2
의
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UVA를 한 차례 조사한 후 1 μg/ml의 cycloheterophyllin을

처리하여 섬유아세포가 발현하는 표지인자인 COL1A1,

MMP1, COL3A1 유전자의 발현양을 실시간 유전자 중합효

소 연쇄반응을 통하여 확인하였다. UVA 조사에 의해 섬유

아세포는 COL1A1, COL3A1과 같은 섬유아세포의 표지인

자의 발현이 감소하는 반면, MMP1의 발현은 증가한다.
16)

UVA 조사 후 cycloheterophyllin을 처리하고 실시간 유전자

중합효소 연쇄반응을 통하여 섬유아세포의 표지인자 발현

정도를 확인한 결과, UVA 처리군 대비 COL1A1의 발현이

2.2배, COL3A1의 발현이 2.56배 가량 증가하는 효과를 보

였다(Fig. 2A, C). MMP1의 경우, UVA 처리군 대비 77%

감소하는 효과를 보였다. 이 결과를 통해 cycloheterophyllin

은 진피층 세포외기질의 대부분을 차지하는 1, 3형 콜라겐

의 생성을 유도하며, 세포외기질의 분해 및 변성을 유도하

는 MMP1 효소의 발현을 감소시켜 항노화의 효과가 있는

소재라고 보여진다. 

Cycloheterophyllin의 Collagen, Type I 생성 촉진 및

MMP1 생성 감소 효과  Cycloheterophyllin을 처리하여

COL1A1 유전자의 발현량이 증가된 섬유아세포에서 collagen,

type I 단백질의 생성 역시 증가되는지를 확인하기 위해

collagen, type I에 대한 효소결합면역흡착법(ELISA)를 사용

하여 단백질 발현여부를 측정하였다(Fig. 3A). 실험결과,

UVA 조사에 의해 39% 가량 생성이 감소되었던 collagen,

type I이 cycloheterophyllin 처리에 의해 UVA 처리군 대비

61% 가량 증가함을 확인하였다. 또한 cycloheterophyllin 처

리에 의해 MMP1 유전자의 발현이 감소된 섬유아세포에서

MMP1 단백질 생성 역시 감소되는지를 확인하기 위해

MMP1에 대한 효소결합면역흡착법을 사용하여 확인하였다.

실험결과, UVA 조사에 의해 57% 가량 생성이 증가되었던

MMP1이 cycloheterophyllin 처리에 의해 UVA 처리군 대비

33% 가량 감소됨을 확인하였다. 이 결과는 COL1A1과

MMP1 유전자 발현에 대한 실시간 유전자 중합효소 연쇄반

응의 실험 결과와 동일한 경향성을 지니며, cycloheterophyllin

은 유전자의 발현에 영향을 미칠 뿐 아니라 단백질 생성에

서도 일관성있는 항노화 효능을 지닌다고 볼 수 있다.

Cycloheterophyllin의 항산화효소 발현에 대한 효과 활

성산소(ROS)의 생성은 자외선에 의한 MMP1 등의 세포외

기질 분해효소의 생성을 유도하는 초기신호로 알려져 있

Fig. 1. Cytotoxicity of cycloheterophyllin in dermal fibro-

blasts. The chemical structure of cycloheterophyllin (A). Der-

mal fibroblasts (2×10
4
 cells) were seeded in 96-well plate and

treated indicated concentration of cycloheterophyllin for 24 h.

Cell viability was measured by CCK-8 assay. The results are

presented as the mean±S.D. of the percentage of control opti-

cal density (OD) in triplicate (B). *means compared to control

*p<0.05

Table I. Gene name and assay ID number in real-time RT-PCR analysis

Symbol Gene name Assay ID

COL1A1 Collagen, type I, alpha 1 Hs00164004_m1

COL3A1 Collagen, type III, alpha 1 Hs00943809_m1

MMP1 Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) Hs00899658_m1

SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble Hs00533490_m1

SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial Hs00167309_m1

SOD3 Superoxide dismutase 3, extracellular Hs00162090_m1

CAT Catalase Hs00156308_m1

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 43333764F
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다.
6)

 cycloheterophyllin은 강력한 항산화 효과가 있다고 알

려져 있기 때문에 자외선 처리에 의해 변화하는 항산화효

소의 발현을 조절하는지의 여부를 확인하기 위하여 본 실

험을 진행하였다.
13,15)

 본 실험에서 섬유아세포에 UVA를 조

사한 후 cycloheterophyllin을 처리하고 항산화효소로 알려

진 SOD1, SOD2, SOD3, CAT 유전자의 발현을 실시간 유

Fig. 2. Characterization of cycloheterophyllin treatment on UVA-irradiated dermal fibroblasts. Real-time RT-PCR analysis of the

dermal fibroblast markers, COL1A1 (A), MMP1 (B) and COL3A1 (C). Values represent the mean ± S.D. of three independent

experiments. *means compared to control, **means compared to UVA-irradiated condition *, **p<0.05

Fig. 3. Effects of cycloheterophyllin on collagen, type I and MMP1 protein synthesis in dermal fibroblasts. Dermal fibroblasts were

seeded in 60 mm culture dish, treated with cycloheterophyllin for 48 h. And medium of the cell were collected and analyzed for

collagen, type I (A) or MMP1 (B)-ELISA. The data represent the mean ± S.D. of three independent experiments. *means compared

to control, **means compared to UVA-irradiated condition *, **p<0.05
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전자 중합효소 연쇄반응으로 확인하였다. 포유동물은 3가지

의 이형 SOD 효소(SOD1[CuZnSOD]; SOD2[MnSOD];

SOD3[ecSOD])를 가지고 있다고 알려져 있다. SOD1은 세

포질에 존재하며 구리와 아연을 조효소로 하여 항산화를 유

도하는 효소이며, SOD2는 미토콘드리아에 주로 존재하며

망간을 조효소로 하는 항산화효소이며, SOD3는 세포 외로

분비되어 구리와 아연을 조효소로 하는 항산화효소로 알려

져 있다. 이들 SODs는 superoxide(O2

•
)를 과산화수소로 변

환하는 역할을 하여 catalase와 함께 생체 내 생성되는 과도

한 활성산소를 제거한다. Catalse 효소는 SODs에 의해 생성

된 과산화수소를 물과 산소로 환원하는 항산화효소이다.
17)

UVA에 의해 SOD2, SOD3, CAT 유전자의 발현이 유의적

으로 감소하였고 여기에 cycloheterophyllin을 처리하게 되

면 CAT 유전자가 특이적으로 그 발현이 UVA 처리군 대

비 2.2배 증가함을 확인할 수 있다(Fig. 4D). 이는 UVA 조

사가 섬유아세포의 CAT 유전자 발현을 감소시키지만

cycloheterophyllin이 유전자의 발현을 회복시킴을 보여주며

cycloheterophyllin이 지닌 항산화 효능은 섬유아세포 내에

서 CAT 효소에 의한 효능임을 확인할 수 있었다.

결 론

일상생활에서 자외선은 비타민 D 합성, 유해균의 살균작

용 등의 유익한 기능이 있으나, 또 다른 측면에서는 염증,

주름생성, 색소침착, 탄력저하, 피부홍반 등의 증상을 유발

하고, 활성산소종(ROS)의 연쇄 반응을 통해 노화를 유도한

다.
3,18)

 또한 자외선과 같은 외인적 요인에 의한 노화는 인

체 내 존재하는 구성세포의 기능저하 혹은 감소에 의해 정

상적인 기능을 하는 조직으로의 재생, 회복을 하지 못하게

된다.
19,20)

본 연구를 통해 cycloheterophyllin을 섬유아세포에 처리

할 적절한 농도를 확인할 수 있었다. 1 μg/ml의 농도에서는

세포의 생존율에 영향을 미치지 않음을 Fig. 1에서 확인하

였다. COL1A1과 COL3A1의 유전자 발현 측정과 collagen,

type I 단백질 발현 측정에서 cycloheterophyllin이 UVA에

의해 감소된 섬유아세포의 표지인자 발현을 유의성 있게 회

복시키는 결과를 보여주었다(Fig. 2, 3). 반면 UVA에 의해 증

가된 MMP1의 유전자 및 단백질의 발현은 cycloheterophyllin

에 의해 감소되는 결과를 나타내었다. 추가적으로 cycloheter-

Fig. 4. Antioxidant enzyme expression of cycloheterophyllin treatment on UVA-irradiated dermal fibroblasts. Real-time RT-PCR

analysis of the representative antioxidative enzyme markers, SOD1 (A), SOD2 (B), SOD3 (C) and CAT (D). The graphs are shown

as the mean±S.D. of three independent experiments. *means compared to control, **means compared to UVA-irradiated condition

*, **p<0.05
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ophyllin이 MMP1 등의 세포외기질 분해효소의 활성을 유도

하는 할성산소를 조절하는 항산화효소인 CAT를 증가시킴을

확인하였다(Fig. 4). 이러한 결과 바탕으로 cycloheterophyllin

이 새로운 피부 노화개선 후보물질로서의 가능성을 보여준다. 

Cycloheterophyllin이 UVA에 의한 피부 노화를 개선하는

효과를 확인한 결과는 본 연구가 최초로, 추후 화장품 소재

에 실질적으로 응용이 될 수 있고, 피부 노화를 예방할 수

있는 가능성을 제시한 결과라고 사료된다. 추가적으로

cycloheterophyllin이 어떠한 신호전달 기전으로 자외선에 의

해 노화된 섬유아세포를 개선하는지에 대해 추가적인 연구

와 심도있는 임상연구가 필요할 것으로 보인다.
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