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국문요약  

 

초음파가 표피 투과 장벽과 표피 지질 합성에 미치는 효과 

 

 

피부는 외부로부터 인체를 보호하는 중요한 장벽의 역할을 담당하고 있다. 이 

역할은 주로 피부의 가장 바깥 구조인 각질층이 담당 하고 있다. 각질층은 

단백질이 풍부한 각질세포와 각질세포간 지질 및 교소체 등으로 구성 되어 있으며, 

각질세포 사이에 위치하는 층상구조를 이루는 지질이 연속적인 층을 이루고 있다. 

각질층의 지질은 주로 세라마이드, 콜레스테롤, 자유지방산으로 이루어져 있고 

각질층의 지질은 대부분 층판소체에서 유래된 다. 층판소체는 유극층 상부와 

과립층에 있으며, 과립 층에 가장 풍부하게 존재하고, 과립층과 각질층이 인접하는 

곳에서 과립층의 세포막과 융합되어, 그 내용물을 세포간격으로 분비한다. 표피 

투과 장벽이 손상되면 표피의 지질합성과 DNA 합성이 증가되고, 층판소체의 분비가 

증가되는 등의 변화가 일어나는데, 이런 변화의 신호 역할은 이온이나 여러 종류의 

사이토카인이 관여 한다. 이온 중에서 칼슘 이온이 중요한 역할을 하는 것으로 

알려져 있다. 피부에 이온영동과 초음파를 시행하면 경표피 수분손실양의 증가 

없이, 표피내 칼슘이온 농도의 변화를 유도하여 피부장벽형성에 필수적인 

층판소체의 분비가 증가되는 것이 보고된 바 있다. 그러나 아직까지 피부에 

초음파를 처치한 후에 표피의 지질 변화에 대한 연구는 없는 상황이다.  

무모생쥐 배부의 피부에 초음파를 시행한 후 표피내의 지질의 변화를 확인하기 

위한 방법으로 표피를 분리하여 지질을 정량 분석하였다. 표피내의 지질합성의 

변화를 확인하기 위하여 지질합성에 관여하는 효소인 HMG CoA reductase 와 serine 

palmitoyl transferase, fatty acid synthase 의 mRNA 의 양을 real time RT-PCR 을 
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이용하여 정량 하였다. 경표피 수분손실양을 측정하여 표피 투과 장벽의 손상을 

알아보고, ruthenium tetroxide 후 고정과 calcium ion capture cytochemistry 를 

이용하여 각질층 지질의 형태학적 변화와 표피내 칼슘 이온의 변화를 관찰 하였다.  

결과는 다음과 같다. 

1. 초음파 처치 후 경표피 수분손실양은 처치전과 비교해서 차이가 없다. 

2. 대조군의 칼슘이온 분포는 과립층에서 가장 많은 칼슘 이온이 관찰 되었고, 

극세포 층과 기저 세포층에서 칼슘이온은 괴립층에 비해 적은 양상을 

보였으나, 초음파 처치 후 칼슘 이온의 분포는 상부 표피에서의 칼슘 이온은 

감소하고 하부 표피에서는 증가하는 양상을 나타냈다. 처치 후 6 시간이 지난 

피부에서는 칼슘 이온 분포가 정상으로 회복 되는 양상을 보였다.  

3. 각질 세포 간격에 대한 전자현미경 관찰에서 정상군에 비하여 초음파 

처치군에서 각질 세포간 지질의 변화와 층판소체의 분비 증가가 관찰 되었다.  

4. 표피의 세라마이드, 콜레스테롤, 자유지방산의 양은 초음파 처치군에서 

대조군에 비해 증가하였다.  

5. HMG CoA reductase 와 serine palmitoyl transferase, fatty acid synthase 

의 mRNA 의 양을 real time RT-PCR 을 이용하여 측정한 결과 초음파 처치 후에 

증가 되었다.  

이상의 결과는 초음파가 칼슘 이온의 변화를 유도 하고 이 변화로 인하여 표피 

지질 합성이 증가 하여 표피 지질이 증가 되는 것으로 생각된다.  

핵심 되는 말: 표피 투과 장벽, 초음파, 표피 지질, 표피 칼슘 기울기, HMG CoA 

reductase, serine palmitoyl transferase, fatty acid synthase. 
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Ⅰ. 서론  

 

 

피부는 수분과 전해질의 손실을 막는 보호막의 역할과 인체 외부의 여러 해로운 

자극이나 물질이 피부를 통해 흡수되는 것을 막는 장벽의 역할을 수행하고 있으며, 

각질층이 이러한 역할을 담당 하고 있다 1. 각질층은 단백질이 풍부한 각질세포와 

각질세포간 지질로 구성 되어 있다 2. 각질층의 지질은 보통 생체막과는 다르게, 

인지질을 함유하지 않고 주로 세라마이드, 콜레스테롤, 자유지방산으로 구성되어 

있다. 인지질, sphingomyelin, 콜레스테롤을 함유하는 보통의 생체막은 물에 잘 

녹는 작은 물질의 투과가 용이하여 장벽으로서의 역할은 잘 하지 못하지만, 

인지질이 없는 각질층은 지질들이 직선적으로 잘 연결되어 있어 수용성 물질이나 

작은 물질들의 투과를 방지하는 훌륭한 장벽 역할을 하고 있다. 각질층의 지질은 
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전 층에 골고루 분포하는 것이 아니라, 상부로 갈수록 점차 감소한다. 교소체에 

의한 각질세포간의 결합도 상부로 갈수록 약해지고, 그 숫자도 적어지면서 형태도 

점차 쇠퇴한다 3,4. 각질층의 지질은 대부분 층판소체에서 유래되며, 과립층과 

각질층이 인접하는 곳에서 과립층의 세포막과 융합되어, 그 내용물이 세포간격으로 

분비된다. 층판소체에서 분비된 작은 막성 원판상 구조들은 융합되고, 넓고 사이가 

비지 않는 다층 지질층이 형성되어 수분손실에 대한 장벽역할을 하게 된다 5. 

각질세포의 표면에 위치하는 각질세포의 지질막은 각질세포막과 서로 공유결합으로 

연결되어 있다 6,7.  

표피의 수분함량은 기저층에서 과립층 하부까지는 65%에서 70% 정도로 비교적 

일정하지만, 과립층과 각질층의 경계부위에서는 40%로 감소하며, 하부 

각질층에서는 40%정도이지만 상부로 갈수록 15%까지 수분함량이 감소한다. 경표피 

수분 손실 (transepidermal water loss, TEWL)은 정상에서 시간당 0.1 - 0.4mg/cm2 

정도이다. 표피 투과 장벽이 손상 받는 경우 표피 지질의 합성이 증가한다 8. 

손상된 피부장벽은 수증기가 투과되지 않는 막 (water-vapor impermeable 

membrane)에 의해 인위적으로 교정될 수 있는데, 장벽이 손상된 후에 표피의 표피 

지질의 합성 증가는 증기가 투과되지 못하는 막으로 밀폐하면 이러한 합성이 

억제된다. 이는 경표피 수분손실 자체가 표피지질 합성의 조절에 관여한다는 

증거로 생각되었다 9. 그러나 경표피 수분 손실양의 증가 없이 즉 표피 투과장벽의 

손상이 없이 표피내의 칼슘 이온만을 변화시키는 이온영동으로 층판소체의 

분비증가를 유도 시킴으로 칼슘이 중요한 신호전령자라고 설명할 수 있게 되었다 10. 

표피에는 저밀도 지방단백 수용체가 극히 적으며 콜레스테롤의 합성은 혈류 내에서 

순환되는 콜레스테롤의 영향을 거의 받지 않는다. 표피에서의 지질합성은 외적인 

변동, 특히 외부로부터 섭취되는 지질양과는 관계가 없이 비교적 일정하게 일어날 

것으로 추측되고 있다 11,12.  
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극성유기용매를 도포 하거나, 접착테이프를 이용해 각질층을 벗겨 내거나, 

필수지방산을 제한한 식이를 이용하여 표피 투과 장벽에 손상을 유도하면 

세라마이드, 콜레스테롤, 자유지방산의 합성이 증가 된다 13. 표피 투과 장벽의 

손상은 세라마이드, 콜레스테롤, 자유 지방산의 합성을 증가시킬 뿐만 아니라 

이들을 합성하는데 필요한 효소의 mRNA 도 증가시킨다 14, 15. 콜레스테롤 합성에 

속도 조절 효소인 3-hydroxy 3-methylglutaryl coenzyme A (HMG CoA) reductase 와 

스핑고지질의 합성을 관장하는 serine palmitoyl transferase (SPT)의 mRNA 는 

극성유기용매를 도포 하거나, 접착테이프를 이용해 표피 투과 장벽에 손상을 가한 

피부에서 증가된다. HMG CoA reductase 나 녰에 대한 특이한 억제제를 처치하면 

콜레스테롤과 스핑고지질의 합성이 억제되고, 결국 손상된 표피 투과 장벽기능의 

회복이 지연된다 15, 16. 표피 투과 장벽이 손상 되면 표피의 지질합성과 DNA 합성이 

증가되고, 층판소체의 분비가 증가되데, 이런 변화의 신호 역할은 이온이나 

사이토카인들이 담당하고 있을 것으로 생각된다. 이온 중에서 칼슘 이온이 가장 

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있는데 그 증거들은 다음과 같다, 첫째 표피 

투과 장벽의 급성손상 후에 상부표피에서 칼슘 이온의 손실이 일어나 정상적인 

표피 칼슘 기울기가 소실되며 표피 투과 장벽이 회복됨에 따라 다시 과립 층의 

칼슘 이온 농도가 증가되어 칼슘 기울기가 회복된다 17. 둘째 표피 투과 장벽의 

급성손상 후 회복반응은 표피의 세포내 칼슘 이온 함유량 변화에 의해 조절될 수 

있다 18. 셋째 만성 표피 투과 장벽 이상을 보이는 필수지방산 결핍 생쥐에 

국소적으로 콜레스테롤 생성을 억제하는 HMG-CoA reductase 억제제 (lovastatin)를 

도포 하면 하부표피의 세포내 칼슘 이온이 증가 되고 칼슘 기울기의 소실이 

나타난다. 그러나 무모생쥐의 피부를 latex 로 밀폐하면 칼슘 기울기가 

정상화된다 19, 20. 넷째 무모생쥐의 피부장벽을 손상시킨 후 고농도의 칼슘 이온 

용액에 피부를 담그면 피부장벽 손상 시 일어나는 표피 지질의 합성증가가 
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일어나지 않고 장벽회복이 억제 된다. 그러나 칼슘 이온 통로 

차단제인 verapamil 이나 nifedipine 을 첨가 하면 억제효과를 차단할 수 있다 18. 

다섯째 초음파나 이온영동을 시행하여 경표피 수분 손실양의 증가 없이 칼슘 

기울기의 소실을 유도하면 층판소체의 분비가 증가된다 10, 20.  

초음파는 정상적인 청력을 가진 인간이 느낄 수 없는 정도로 주파수가 높은 

음파(18KHz 이상)로서 의학적으로는 진단, 치료, 파괴등의 목적으로 이용되고 

있다 21. 진단용으로는 주로 3 – 10 MHz 의 초음파를 이용하고, 파괴용으로는 18 – 

100KHz 의 초음파가 주로 사용된다. 치료용 초음파는 주로 주파수가 1 - 3 MHz 이며, 

열 작용과 비열작용에 의해 그 효과를 나타낸다. 열 작용은 물리치료, 염좌 회복, 

통증감소의 목적으로 사용되며, 비열작용은 조직회복 22, 23, 정맥류성 궤양의 치료 23, 

욕창의 치료 24, 허혈 근육의 혈류개선 25, 건의 재생 26, 섬유모세포에서 단백질의 

생성 촉진 27등에 이용된다. 피부조직에서 1MHz 의 초음파는 37mm, 3MHz 의 초음파는 

12mm 까지 투과하여 그 효과를 나타낼 수 있다. 최근에 1MHz 초음파를 처치한 

노화피부에서 표피의 두께와 진피 교원질이 증가됨을 보고 하였다 28. 표피 투과 

장벽의 손상이 완전히 회복되지 않은 상태에서 손상이 반복되거나 장기화 되면 

표피의 증식과 과각화증상이 나타난다. 따라서 표피 투과 장벽이 손상된 피부 

질환인 아토피 피부염, 건선, 건성습진, 자극 피부염등의 발생과 악화는 이러한 

기전이 관여 하는 것으로 생각된다. 손상된 표피 투과 장벽을 손상시키면 표피를 

통하여 수분이 빠져나가면서 여러 이온들의 손실이 함께 일어나는데, 이들 이온들 

중 칼슘 이온의 표피내 변화가 표피 투과 장벽 회복에 중요하다. 이를 근거로 하는 

새로운 개념의 피부 질환 치료와 예방법을 생각하게 되었다.  

연구자들은 최근 연구 10, 29,32 에서 피부에 초음파를 시행하면 경 표피 수분 

손실양의 증가 없이, 표피내 칼슘이온 농도의 변화를 유발하여 피부장벽형성에 

필수적인 층판소체의 분비가 증가되는 것을 보고하였다. 초음파를 이용하면 
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피부장벽을 견실하게 만들어서 외부의 피부장벽 손상 물질과 자극으로부터 피부를 

보호하는 예방효과를 나타낼 수 있음을 의미하는 결과이다. 초음파는 오래 전부터 

피부를 통한 약물전달을 위한 방법으로 사용되어왔으나 최근에는 화장품을 

도포하고 처치해주는 피부미용을 위한 방법으로 널리 사용되고 있다. 그러나 

아직까지 피부에 초음파를 시행한 후에 각질층에 대한 지질분석은 이루어지지 

않았고 표피에서 실질적으로 지질합성이 증가되는 지에 대한 연구도 미미한 

현실이다.  

  이에 연구자는 초음파를 피부에 시행한 후 표피 내에서 지질의 정량적인 변화를 

확인하기 위하여 본 연구를 시행하였다.  

 

Ⅱ. 재료 및 방법  

 

1. 연구내용 및 범위  

 

  무모생쥐의 배부 피부에 초음파를 시행 한 후 경표피 수분 손실양을 측정하였다.  

시간 별로 표피지질의 형태학적 변화와 칼슘 이온의 변화를 보기 위해 Ruthenium 

tetroxide 후 고정법과 calcium ion capture cytochemistry 를 시행하였다. 

또한 초음파를 시행한 후 표피 지질의 변화를 확인하기 위하여 표피를 분리하여  

지질을 정량 분석하였고, 표피내의 지질합성의 변화를 확인하기 위하여 지질합성에 

관여하는 효소의 mRNA 의 양을 real-time RT-PCR 을 이용하여 정량 하였다.  

 

2. 연구방법  

 

가. 동물준비  
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생후 8 주에서 12 주의 암컷 무모생쥐(hairless mice: Hr/Hr)를 상대온도 22±2℃, 

상대습도 40-60%사이의 사육조건에서 동일한 표준사료와 수분을 공급하고 환경에 

적응시킨 후 실험에 사용하였다. 실험에 사용할 무모생쥐의 경우 배부 피부에 

상처가 없는 부위를 선택하였다.  

 

나. 초음파 시행  

초음파기구(정훈기공, 한국)는 출력은 1.0 W/cm2 으로서, 3MHz 의 초음파를 

방출하도록 조정하였다. 무모생쥐를 마취시키고 초음파용 젤리를 바른 후 초음파 

프로브(probe)를 배부의 피부에 밀착시킨 후 5 분간 시행하였다.  대조군은 

초음파용 젤리만을 도포 하고 전원을 끈 초음파 프로브를 5 분 밀착하였다.  

다. 조직 생검  

 초음파를 5 분간 시행한 후부터 3 시간, 6 시간, 24 시간이 경과한 후에 지질 

분석과 1, 2.5, 3, 4, 6, 12, 24 시간 후 지질합성 효소의 정량분석을 위하여 

경추를 탈골 시킨 직후 피부조직을 생검하였다. 각 단계마다 경표피 수분 손실양을 

Tewameter TM 210 (Courage + Khazaka, Germany)로 측정하였다.   

 

라. 전자 현미경 관찰  

 (1) Calcium-ion capture cytochemistry  

 표피내 칼슘이온의 변화를 관찰하기 위하여 calcium ion capture 

cytochemistry 를 사용하였다. 생검한 피부 조직을 0.5mm3 의 조각으로 2% 

glutaraldehyde, 2% formaldehyde, 90mM potassium oxalate, 1.4% sucrose 가 

함유된 고정액에 넣고 얼음을 채워서 냉장고에서 하루 밤 동안 고정하였다. 다음날 

고정액을 제거하고 조직을 두 시간 동안 얼음을 채운 osmium/pyroantimonate 에 후 

고정한 후 pH10 의 차가운 증류수로 10 분간 세척하였다. 모든 후 고정 조직들은 
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0.1M sodium cacodylate buffer 에 10 분간 헹구고 50% ethanol 로 5 분씩 2 회, 

70%와 95% ethanol 로 각 10 분씩 2 회, 100% ethanol 로 각 20 분씩 4 회 탈수시켰다. 

탈수 후 100% propylene oxide 로 각 15 분간 2 회 조직을 침투 시키고 통상적인 

방법으로 epon 을 포매시킨 후 투과 전자 현미경 (H-500, HITACHI, Japan)으로 

관찰 하였다. 

 

(2) Ruthenium tetroxide (RuO4) 후 고정 법  

   각질층과 과립층 사이의 층판소체의 분비 양상과 각질세포간 지질막 구조를 

관찰하기 위해 Ruthenium tetroxide(RuO4) 후 고정법을 시행하였다. 조직을 얻은 

후 2% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde, 0.06% calcium chloride, 0.1 M 

sodium cacodylate buffer pH 7.4 로 조성된 modified Karnovsky 용액에 넣어 고정 

하였다. 고정된 조직은 실온에서 1 시간 동안 방치한 후 18-24 시간 동안 

냉장고에서 보관하였다. Karnovsky 용액을 제거한 후 0.1 M sodium cacodylate 

buffer 로 40 분씩 3 회 세척하였다. 이후 후 고정액을 최종농도 0.25% RuO4, 0.1 

M sodium cacodylate buffer 용액에 빛을 차단한 상태로 실온에서 45 분간 

시행하였다. 후 고정 후 0.1 M sodium cacodylate buffer 에서 10 분간 1 회 세척한 

후 50% ethanol 로 5 분씩 2 회, 70%와 95% ethanol 로 각 10 분씩 2 회, 100% 

ethanol 로 각 20 분씩 4 회 탈수시켰다. 탈수 후 100% propylene oxide 로 각 

15 분간 2 회 조직을 침투 시키고 통상적인 방법으로 epon 을 포매시켜 35 시간 동안 

780C incubator 에서 resin 을 polymerization 시킨 후 ultra thin section 을 한 후 

통상적인 uranyl acetate 와 lead citrate 로 염색하여 투과 전자 현미경(H-500, 

HITACHI, Japan)으로 관찰하였다  

 

마. 지질분석  
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 초음파 시행 군 과 초음파 대조군 (각 n=5)은 3 군데 이상에서 8mm 펀치를 

이용하여 피부조직을 생검하였다. 생검한 피부는 표피 쪽이 아래로 가도록 잘 펴고 

칼날로 피하지방을 제거하였다. 0.5% trypsin PBS (pH 7.2-7.4)용액을 

페트리디시에 넣고 진피가 아래로 가도록 잠기게 하였다. 상온에서 90-120 분 정도 

방치한 후 표피를 조직에서 분리하고 남은 조직은 제거하였다. PBS 에 띄워서 와동 

후 세포 조직편을 제거하고 증류수로 2 회 세척한 후 kim wipes 로 물기를 

제거하였다. 건조기에서 건조 후, 무게를 측정하고 시험관에 옮긴 후 Bligh-

Dyer 용액(MeOH: CHCl3: water = 4:2:1.6) 5ml 를 넣어 흔들어주고 초음파 처리한 

후 24 시간 동안 상온에서 방치하였다. 원심분리 후 상등액을 따로 모으고 

침전물에 CHCl3: MeOH(2:1) 4ml 를 첨가 후 흔들어 원심분리 하였다. 모아둔 

상등액과 함께 여과하고 여과액에 증류수 6ml 를 넣고 원심분리(2000rpm, 10 분)를 

시행하였다. 상층액은 버리고 하층액은 35℃에서 N2 가스로 증발 건조하고, CHCl3: 

MeOH(2:1)에 녹여 냉동 보관하였다 31,32.  

지질분석을 위한 Chromatography 는 silica gel 을 입힌 HPTLC plate(60F254, 

20x10cm, Merk, Germany)를 사용하였다. 지질정량분석을 위해 사용될 표준물질은 

Phytosphingosine(PS) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, U.S.A), 

Galactoserebroside(GS) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, U.S.A), 

cholesterol(CH) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, U.S.A), cholesterol 

sulfate(CS) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, U.S.A), triolein(TG) (Sigma 

Chemical Co. St Louis, MO, U.S.A), oleic acid(FFA) (Sigma Chemical Co. St 

Louis, MO, U.S.A), cholesteryl oleate(CE) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, 

U.S.A), ceramide type III, ceramide IV, squalene(SQ)과 Ceramdie VI (Doosan 

Chemical Co. Korea)를 사용하였다.  
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자동화된 TLC sampler III ATS3(Camag, Basel, Switzerland)를 사용하여 각 

plate 마다 각 표준혼합물을 2, 5, 10, 15, 20 ㎕씩 plate 하단에 10mm 에 7mm 의 

밴드로 자동 점적하였다. 각 plates 를 Camag AMD instrument 로 (1) methanol/ 

chloroform/ water (19:79: 2), (2) methanol/ chloroform/ ethyl ether/ hexane 

(20:25:40:15), (3) chloroform/ ethyl ether/ hexane (25:50:25), (4) ethyl 

ether/ hexane (52:48), (5) ethyl ether/ hexane(5:95)의 용매하에서 전개하였다. 

전개 전에 각 plates 는 chloroform-methanol (2:1, v/v)로 미리 수세하였다. 

크로마토그래피 후에 plate 는 10% (w/v) cupric sulfate pentahydrate (in 8% 

(v/v) o-phosphoric acid solution)에 판을 담근 후 charring 시키고 140℃에서 

15 분간 굽는 과정을 시행하여 발색시켰다. 시료들과 지질표준혼합물들의 발색된 

띠는 photodensitometer(TLC2 scanner II)(Camag, Switzerland) 와 TLC evaluation 

software (ver. 3.15)(Camag, Switzerland)를 사용하여 slit width 0.4×7mm, 

wavelength 570 nm 로 scanning 한 후 각 plates 마다 각각의 표준물질의 농도와 

질량에 따른 각각의 밀도와 면적을 측정하여 시료와의 상관식을 구하여, 시료들의 

정량적 측정을 시행하였다 11,31.  

 

바. 지질합성에 관여하는 효소 측정을 위한 real time RT-PCR  

 

(1) RNA 분리 33-35  

피부 생검 후 피하지방을 제거하고 10mM EDTA in PBS 에 담가 37℃에서 35 분간 

숙성하여 표피와 진피가 분리 되도록 한 후 다음과 같은 순서로 진행하였다.  

 표피를 칼로 긁어 1.5ml tube 에 모은 후 lysis solution 을 500 ㎕를 가하였다.  

5 ml 또는 10 ml syringe 를 사용해 in ＆ out 하여 조직을 파쇄한 후 3 분간 

실온에서 incubation 시켰다. 0.1 ml chlroloform 을 가한 뒤 와동 후 5 분간 숙성 
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하였다. 4℃ 13,200rpm 에서 15 분간 원심분리 하였다. 상층액만을 모아 동량인 0.5 

ml isoprophyl alcohol 을 가하고 와동 후 10 분간 숙성 하였다. 4℃ 13,200rpm 에서 

10 분간 원심분리 하였다. 용액을 조심스럽게 쏟아 버린 후 DEPC 로 처리한 75% 

에탄올을 가하였다. 15 분간 원심 분리하여 에탄올을 다 제거한 후 실온 또는 

37℃에서 압착 결정을 건조 하였다.  마른 압착 결정에 20 - 30 ㎕ 의 DEPC 처리한 

증류수를 취하여 RNA 를 녹였다.  

 

(2) RNA 정량  

RNA 를 DEPC 처리한 증류수와 1:100 으로 희석 후 spectrophotometer 를 이용해 

흡광도 260nm 와 280nm 에서 측정하였다.  

 

(3) real time RT-PCR  

 지질합성에 관여하는 다양한 유전자의 염기 서열 부위를 증폭할 수 있는 시발체는 

computer program 을 이용하여 고안 제작하였다. 내부 대조 유전자 증폭을 위해서 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH) 시발체를 합성하여 사용하였다. 

또한 각각의 지질 합성 효소의 유전자와 내부 대조 유전자에 대하여 형광 발광체를 

부착한 특이 탐식자를 합성하여 사용하였다.    

총 50ml 의 PCR 조건을 계획하여 각 반응 당 10mM dNTP Mix, 각 5nmol 의 5‘과 

3’ primer, 25mM MgCl2, 1 nmol 의 probe, 그리고 Light Cyler-FastStart DNA 

Master Hybridization Probes (Roche Applied Science)를 이용하여 내부 대조군과 

함께 표피조직을 동일한 조건으로 증폭시켰다.  반응 조건은 최적화 실험을 통하여 

결정하며, 총 증폭 주기는 55 회로 제한하나 실시간으로 증폭되는 산물의 증폭 

정도에 따라 변화를 주었다. 반응에 이용되는 증폭기는 반응이 진행됨에 따라 

연결된 컴퓨터 화면 상에 유전자가 증폭되면서 분리되는 형광 발광체간의 상호 
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반응에 의하여 발생하는 특이 파장의 형광을 감지하여 증폭 양상을 실시간으로 

추적 관찰하였다. real time RT-PCR 에 사용한 primer 의 염기 서열은 다음과 같다. 

Serine Palmitoyl transferase (forward primer 5'-CTGCTGAAGTCCTCAAGGAGTA-3', 

reverse primer 5'-GGTTCAGCTCATCACTCAGAATC-3'), HMG-CoA reductase (forward 

primer 5'-GATCCAGGAGCGAACCAA-3', reverse primer 5'-GCGAATAGACACACCACGTT-3'), 

fatty acid Synthase (forward primer 5'-CCTCACTGCCATCCAGATTG-3', reverse 

primer 5'-CTGTTTACATTCCTCCCAGGAC-3').  

 

3. 통계처리  

통계학적 의미는 two-tailed unpaired Student's t test 를 이용하여 결정하였다. 

결과는 mean±S.D.로 표시하였고, 유의수준은 0.05 이하로 설정하였다.  
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III. 결과  

 

1. 경 표피 수분 손실 양(TEWL) 

 

경표피 수분 손실양은 실험 전, 후에 대조군과 초음파 처치군 모두에서 유의한 

변화가 없었다. (p>0.05)(Fig.1.)  

 

Fig. 1.  Effect of ultrasound on skin barrier function. 

 There were no significant differences in TEWL level between control and 

ultrasound treated hairless mice skin 

 

2. 전자 현미경 관찰 

 

가. Calcium-ion capture cytochemistry 

 

   대조 군의 칼슘 이온 분포는 과립층에서 가장 높은 농도를 보였고 극세포층, 기

저세포층으로 내려 가면서 감소하여 기저 세포층에서 가장 낮은 농도를 나타내었

다. (Fig 2)  
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Fig. 2. Normal epidermal calcium gradient: The gradient of calcium within 

the epidermis, with highest levels in the stratum granulosum (SG) and lowest 

levels in the stratum basale (SB), is very important for both permeability 

barrier homeostasis and epidermal differentiation. (X 5,000) 

 

한편 초음파 처치 후 즉시 (Fig. 3A), 15분 후 (Fig 3B), 1 시간 후 (Fig. 3C), 3 

시간 후 (Fig. 3D), 6 시간 후 (Fig. 3E) 의 표본은 초음파 처치 직후와 15 분, 1 시

SSCC  

SSGG  

SSSS  
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간, 3 시간 후 까지는 과립 층의 칼슘이온은 감소된 양상이 관찰 되었다. 6 시간 후 생검한 

표본에서는 칼슘 이온이 회복 되는 양상이었다. 

 

 

.         
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 Fig.3. Calcium gradient changes 0 min (3A), 15 min (3B), 1 hr (3C), 3 hr 

(3D) and 6 hr (3E) after 3 MHz ultrasound treatment in hairless mouse skin. 

There were decreased calcium in upper epidermis and some increased calcium in 

lower epidermis in fig. 3A, 3B, and 3C  There was some recovery of calcium 

gradient on Fig.3E compare with Fig. 3A – 3C (X 5,000) . 

 

나 Ruthenium tetroxide (RuO4) 후 고정 법  

대조군에서 각질 세포 사이에 전형적인 지질의 다층상 구조(화살표)가 

관찰되었다 (Fig. 4).  

 

Fig.4. The elecromicroscopic findings of the SC - SG interface of hairless 

mice of control group. It showed typical multi-lamellar structure (arrow) and 

lamellar bodies in SG (X 50,000). 

SC

 ↖↖ 
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초음파 처치군에서 시행한 RuO4 염색 소견상 초음파 처치 후 즉시 (Fig. 5A,A’), 1 시간 후 

(Fig. 5B), 3 시간 후 (Fig. 5C,C’), 6 시간 후에 (Fig. 5D,D’) 관찰한 표본은 대조군에 비해

서 열공의 확장과 각질세포간 지질의 변화 및 층판소체의 분비 증가가 관찰되었다.  

 

 

     

     

Fig. 5. Alteration of SC -SG interface 0 min (5A,A’), 1 hr (5B), and 3 hr 

(5C,C’) and 6 hr (5D,D’) after 3 MHz ultrasound treatment in hairless mouse 
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skin. Lacuna dilatation, partial distension of the intercellular layer, loss 

of multi-lamellar structures of the stratum corneum and increased lamellar 

body secretion were observed in ultrasound treated hairless mice skin. These 

findings were observed also in 6 hr post treatment sample (X 50,000) . 

 

3. 초음파 처치 후 세라마이드, 콜레스테롤, 자유지방산의 변화 

 

 세라마이드는 처치 6 시간 후에서 증가하며, 24 시간에서도 대조군에 비하여 

증가되었다. 콜레스테롤은 처치 후 3 시간에서 증가되어 이후 계속 증가된 

양상이었다. 자유지방산은 처치 후 3 시간에서 오히려 약간 감소 하였으나, 이후 

6 시간, 24 시간에서는 대조군에 비하여 증가 되었다 (Table 1). 

 

 

Table 1. Change of ceramide, cholesterol, free fatty acid after 3 hr, 6 hr, 

and 24 hr treatment of ultra sound.  

 control 3 hr 6 hr 24 hr 

ceramide 100 103±16.3 NS 125±15.7٭23.4±122 ٭ 
cholesterol 100 115±24.7٭25.9±111 ٭25.5±116 ٭ 

free fatty acid 100 98± 17.2 NS 115±26.2٭25.8±113 ٭ 

Unit, % of control, ٭ p<0.05 vs. control, NS (not significant) vs. control 

 

 

 

 



 20

4. HMG CoA reductase 와 serine palmitoyl transferase, fatty acid synthase 의 mRNA 양 

 

가. HMG CoA reductase 의 mRNA 양 

 

 초음파 처치 후 HMG CoA reductase 의 mRNA 양은 대조군에 비해 유의 있게 

증가하였다 (p<0.05) (Fig. 6) . 

 

Fig. 6. mRNA level of HMG CoA reductase after ultrasound treatment in 

hairless mouse skin, ٭ p<0.05 vs. control, NS (not significant) vs. control. 
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나. Serine palmitoyl transferase(SPT)의 mRNA 양 

 

SPT 의 mRNA 양은 초음파 처치 1 시간 후 83 ± 57%로 다소 감소 하는 양상을 

보였으나 통계학적인 의의가 없었다. 초음파 처치 후 3 시간 후 SPT 의 mRNA 양은 

301 ± 140%로 최고로 증가 하였으며 (p<0.05)로 그 후 감소 하는 양상이 었다 

(p<0.05) (Fig. 7) . 

 

Fig. 7. mRNA level of SPT after ultrasound treatment in hairless mouse 

skin, ٭ p<0.05 vs. control, NS (not significant) vs. control. 
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다. Fatty acid synthase(FAS) 의 mRNA 양 

 

FAS 의 mRNA 양은 초음파 처치군에서 대조군에 비해 증가하는 양상이었다 

(p<0.05) (Fig. 8) . 

 

Fig. 8. mRNA level of FAS after ultrasound treatment in hairless mouse 

skin, ٭ p<0.05 vs. control, NS (not significant) vs. control.  
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IV. 고찰  

 

 피부는 외부의 환경과 접하고 있는 기관으로서 외부로부터 인체를 보호하는 

중요한 역할을 담당하고 있다. 건조한 육지에서 포유동물이 생존을 하기 위해서는 

생체내의 수분이 건조한 환경으로 증발되거나 손실되는 것을 억제하는 발달된 피부 

장벽이 필요하며, 인체 피부의 가장 바깥 구조인 각질층이 이러한 역할을 담당 

하고 있다 1. 각질층의 기능은 표피의 수분과 전해질의 손실을 억제하는 장벽의 

역할을 함으로써 표피의 건조화를 막고, 표피가 정상적인 생화학적 대사를 할 수 

있는 환경을 제공한다. 또한 외부의 자외선이나 물리적 손상으로부터 피부를 

보호하며, 화학물질의 흡수를 조절하여 인체를 보호하고, 세균, 곰팡이, 바이러스 

등이 피부로 침범하는 것을 억제하는 인체 방어기전의 교두보 역할을 담당하고 

있다. 표피 투과 장벽의 중요한 기능을 수행하는 표피 지질은 각질층과 과립층 

사이에서 층판소체내의 지질이 세포외유출에 의해 세포 간격으로 분비 된다. 

층판소체에는 인지질, glycosphingolipids, 자유 스테롤등의 지질과 지질 가수분해 

효소, glycosidase, 단백효소, 산 인산분해효소 등의 효소들과 당이 

존재한다 2,3,15,35. 각질층의 지질은 층판소체에 존재하는 인지질과 

glycosphingolipid 등의 지질은 거의 없으며, 주로 세라마이드와 자유 지방산으로 

이루어져 있다. 이것은 glycosidase 와 지질 가수분해 효소가 인지질을 자유 

지방산으로 glycosphingolipid 를 세라마이드로 분해하기 때문이다. 콜레스테롤의 

경우는 steroid sulfatase 에 의해 콜레스테롤 황산염이 콜레스테롤로 변화 되는 

것으로 알려져 있다 4. Steroid sulfatase 는 각질층 상부에서는 지방층을 분해하여 

각질세포의 탈락에도 관여하는 것으로 알려져 있는데, 반성 어린선인 경우 steroid 

sulfatase 가 부족하여 각질세포의 탈락이 지연 되어 증상이 나타난다 4. 층판소체 

내에서 존재하는 효소들은 극성 지질을 각질층의 비극성 지질로 전환 시켜서 표피 
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투과 장벽의 역할을 할 수 있도록 해준다 30. 따라서 층판소체의 분비 증가는 

손상된 표피 투과 장벽을 회복 시키고 보강하는 반응 중 첫 번째 단계이다.  표피 

지질의 합성 증가에서 표피 콜레스테롤 합성 증가는 HMG CoA reductase 의 활성도 

증가와 관련 되어 있다. 표피 지방산 합성 증가는 acetyl CoA carboxylase 와 

fatty acid synthase(FAS) 활성도 증가와 연관이 되고, 표피 세라마이드 합성 

증가는 serine palmitoyl transferase(SPT)와 연관된다 36 - 42. 표피 지질중 

콜레스테롤과 지방산은 sterol element binding protein (SREBP)에 의해 조절 

되지만 SPT 는 다른 경로를 통하는 것으로 알려져 있다 43. 칼슘 이온 농도는 

기저층과 유극층에서 낮고 상층으로 갈수록 증가 하여 과립층에서 가장 높다 44,45. 

즉 기저층에서 낮은 농도의 칼슘 이온은 세포의 증식과, 높은 농도의 칼슘 이온은 

과립층의 세포 분화와 관련이 있다. 피부 투과 장벽의 손상 시 표피 상부로부터 

칼슘 이온의 손실이 일어나 표피 내의 칼슘 기울기의 변화가 나타난다. 이때 

칼슘기울기의 변화는 표피 투과 장벽의 손상에 의한 경표피 수분 손실양의 증가에 

의한 수동적인 칼슘 이온의 손실에 의한 것이다. 선택적으로 과립층에서 칼슘 

이온의 양을 변화 시킬 수 있는 초음파와 이온 영동은 피부 투과 장벽의 손상 없이 

즉 경표피 수분 손실양의 증가 없이 층판소체의 분비를 유도 하므로 10, 29, 30, 45, 

칼슘 이온은 층판소체의 분비와 피부 투과 장벽 회복에 중요한 조절 인자로 

생각되며, 칼륨이나 마그네슘 이온도 표피 투과 장벽 손상 후 회복에 영향을 줄 수 

있다 44, 46.  그 외에도 여러 사이토카인들이 관여하는 것으로 알려졌으나 최근의 

연구에 의하면 칼슘 이온 변화에 따른 이차적인 변화로 생각된다 47. 즉 기존의 

연구에 의하면 급성 표피 투과 장벽 손상 후 TNF-α, IL-1α, IL-1ra, IL-1β, GM-

CSF 등 여러 사이토카인들이 증가되므로 표피 투과 장벽 손실이 사이토카인 분비를 

증가 시킨다고 하였다 14, 48, 49. 그러나 사이토카인들의 증가는 수증기 불투과막에 

의한 피부 밀폐에 의해 억제 되지 않으므로 경표피 수분 손실양의 증가 자체가 
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사이토카인 증가의 신호가 아니라고 생각된다 50, 51. 또 최근 연구에 따르면 표피 

투과 장벽의 손상 없이 칼슘 기울기의 변화를 초래하는 이온영동을 시행한 

무모생쥐의 표피에서 TNF-α와 IL-1α의 발현이 증가되었다. 그러므로 표피 투과 

장벽 손상, 즉 경표피 수분 손실양 증가 보다는 칼슘 기울기의 변화가 

사이토카인의 발현에 작용함을 주장하였다 47. 이는 표피 투과 장벽 손상 후 수증기 

불투과막의 피부 밀폐가 피부 투과 장벽의 정상적인 회복을 지연 시키며 표피 내의 

칼슘 기울기의 정상 복귀도 지연시키는 기전과 연관 된다 52. 

 초음파가 치료 작용을 나타내는 기전은 아직 명확히 밝혀져 있지 않으나 몇 가지 

가설이 제시 되고 있다 53. 초음파는 미세관을 압박하고 미세 거품의 진동과 음향 

흐름을 생성하여 세포막의 투과도와 이차 전령인 adenyl cyclase 의 활성에 직접 

영향을 주므로 이온과 단백질의 이동에 변화가 생기고 유전자 발현에 대한 세포내 

신호 전달에 변화를 유발하여 치료 작용을 나타낸다 54. 초음파에 의해 세포 표면에 

가해지는 압력이 양이온 통로의 ‘stretch receptor’에 영향을 주어 세포내 

양이온의 농도를 변화 시켜 유전자 발현을 조절하는 신호 전달 체계에 변화를 

유발할 수 있다 55. 초음파에 의한 기계적 자극은 세포 외 기질에 부착되어 있는 

세포 골격에 변화를 일으켜 유전자 발현과 세포 대사에 영향을 줄 수 있다 56. 

뼈에서는 초음파에 의해 생체 전류가 강화되어 작용을 나타낸다 57. 초음파 에 의한 

온도 상승이 세포에 변화를 줄 수 있다 58. 지금까지 피부과학 영역에서 초음파에 

대한 연구는 대부분 약물의 경표피 흡수에 대한 것이다 59 – 65. 피부에 대한 

초음파의 작용은 보통 네 가지로 설명하고 있다. 첫째, 가스 거품의 진동에 의한 

공동화 현상, 둘째, 체온 상승으로 인한 열 효과, 셋째, 대류 전달(convective 

transport) 유발, 네 번째, 초음파에 의해 유발된 압력의 변화에 의한 기계적 

효과로 이야기 한다 60, 65.  초음파는 주파수에 따라 나눌 수 있는데 저자마다 

차이가 있으나 초고주파 (10 – 20 MHz), 고주파 (3 – 10 MHz), 중주파 (0.7 – 3.0 



 26

MHz), 그리고 저주파 (18 – 100 kHz)로 구분 한다 59 - 65. 고주파 초음파는 주로 

임상 영상 쪽에 사용되기 때문에 진단 초음파라고도 한다 65. 중주파 초음파는 주로 

물리 치료에 사용되기 때문에 치료 초음파라 하며, 저주파는 암 치료나 결석 파괴, 

백내장 적출, 지방 흡입 등에 시용하며, 주로 파괴 목적으로 사용된다 65. 경 표피 

약물 전달은 고주파와 저주파 초음파가 주로 사용된다 61 - 65.  

 본 실험에서 초음파 처치군과 대조군 사이에 경표피 수분 손실양의 차이는 없었다. 

기존 실험과 같이 초음파는 표피 투과 장벽 기능에 손상을 주지 않음을 확인하였다. 

그리고 calcium ion capture cytochemistry 를 이용하여 표피내 칼슘 이온의 

변화를 관찰한 결과 초음파 처치 후 과립층의 칼슘은 감소 하고 기저층의 칼슘은 

증가하는 양상이 관찰 되었으며 초음파 처치 6 시간 이후에는 회복되는 양상을 

보였다. RuO4 후 고정법을 이용하여 각질층 지질의 구조를 관찰한 결과 초음파 

처치군에서 각질층의 정상적인 지질 다층막 구조를 분열 시켰고 과립층과 각질층 

경계부위에서 층판소체의 분비를 유도 시켰다. 이러한 소견은 48 시간 후에 

정상으로 회복 되었다. 초음파 처치 후 표피 지질의 양을 측정한 결과 

세라마이드는 처치 6 시간 후에서 증가하고, 24 시간에서도 대조군에 비하여 

증가되어 있는 것을 관찰할 수 있었다. 콜레스테롤은 처치 후 3 시간에서 증가되어 

이후 계속 증가 되었다. 자유지방산은 처치 6 시간 후에서 증가하고, 24 시간에서도 

대조군에 비하여 증가되었다. 표피 지질 합성에 관여하는 효소들의 mRNA 의 양을 

측정한 결과 초음파 처치 후 대조군에 비해서 HMG CoA reductase, SPT, FAS 의 

mRNA 가 증가되었다.  

 이상의 결과를 종합하여 보면 초음파는 표피 투과 장벽에 손상을 주지 않으면서 

표피의 칼슘 기울기에 변화를 초래하며, 충판소체에서 지질 분비를 유도하며, 표피 

지질의 합성을 증가 시키는 것으로 생각할 수 있었다.  초음파가 피부 질환에 대한 
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효과와 표피 지질의 형태학적 변화에도 불구하고 경표피 수분 손실양은 변화가 

없었다. 그러므로 향후 이러한 기전에 대한 연구가 필요하다고 사료된다.  

 

Ⅴ. 결론  

 

피부는 외부 환경으로부터 인체를 보호하는 장벽의 역할을 담당하고 있으며, 이 역할은 

주로 각질층이 하고 있다. 대부분의 각질층 지질은 보통 생체막과는 다르게, 인지질을 

없으며 주로 세라마이드, 콜레스테롤, 자유 지방산으로 이루어져 있다. 표피 투과 장벽의 

손상 시에는 여러 대사상의 변화가 일어나는데 이런 변화의 신호 역할은 칼슘 이온이 관여 

하는 것으로 알려져 있다. 최근에 초음파를 시행하면 경표피 수분 손실양의 증가 

없이, 즉 표피 투과 장벽 기능의 손상 없이 표피 내 칼슘이온 농도의 변화를 

유도하여 층판소체의 분비가 증가되는 것을 보고한 바 있다.  

무모생쥐의 피부에 초음파를 시행한 후 표피를 분리하여 지질을 정량 분석하고, 

지질합성에 관여하는 효소인 HMG CoA reductase 와 SPT, FAS 의 mRNA 의 양을 real 

time RT-PCR 을 이용하여 시간 별로 정량 하였으며, 경표피 수분손실양을 측정하고, 

RuO4 후 고정과 calcium ion capture cytochemistry 를 이용하여 표피 지질의 

형태학적 변화와 표피내 칼슘 이온의 변화를 전자현미경을 이용하여 관찰 하였다.  

초음파 처치 후 경표피 수분 손실양은 차이가 없었으며, 칼슘 이온은 상부 

표피에서는 감소하고 하부 표피에서는 증가하는 양상을 보였으며, 각질 세포간 

다층 지질막의 분리와 층판소체의 분비 증가가 관찰 되었다. HMG CoA reductase 와 

SPT, FAS 의 mRNA 양과, 콜레스테롤, 세라마이드, 자유 지방산의 양은 증가 되었다.  

이상의 결과 초음파가 칼슘 이온의 표피 기울기의 변화를 유발 하였고, 이러한 

변화에 의해 표피 지질 합성에 관여하는 효소들의 mRNA 가 증가 되고 표피 지질의 

합성이 증가 되는 것으로 사료된다. 향후 이온 영동을 초음파와 같이 시행한 후 
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표피 지질의 변화를 연구하고, 초음파가 피부 질환 치료에의 적용 가능성 여부와, 

표피 지질의 형태학적 변화가 나타남에도 불구하고 경표피 수분 손실양에 변화가 

없는 이유를 규명할 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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The stratum corneum provides protection of the underlying skin against 

environmental noxious influences. It is composed of both corneocytes and an 

extra cellular lipid-enriched matrix. Epidermal lipids represent the most 

important component in the formation of the epidermal permeability barrier. 

Mainly composed of cholesterol, ceramide, and free fatty acids, they form a 

multilamellar bilayer structure, which regulates barrier function.  

Abrogation of the cutaneous permeability barrier results in an increased 

cholesterol, fatty acid, and ceramide synthesis in the underlying epidermis. 

Acute barrier disruption by tape striping increased lipid synthetic enzymes 

(HMG CoA reductase, SPT, FAS) and cytokines expression in the epidermis and 

it is known that calcium ion plays an important role in the repair of the 

epidermal permeability barrier after barrier disruption. Recent studies have 

shown that ultrasound can induce changes in the epidermal calcium gradient 



 37

that increase lamellar body secretion without increasing transepidermal water 

loss (TEWL). We performed this study to identify whether ultrasound can 

stimulate lipids synthetic enzymes and lipids synthesis. Ultrasounds were 

applied to the skin of hairless mice for 5 minutes. And then we performed 

quantification of lipid synthesis and RT-PCR to measure mRNA activities of 

lipid synthetic enzymes. We also performed RuO4 post fixation method and 

calcium ion capture cytochemistry. There were no significant changes of TEWL 

before and after ultrasound treatment. The epidermal calcium gradient changes 

were observed in 0 min, 15 min, 1 hr, 3 hr and 6 hr after 3 MHz ultrasound 

treatment. There were decreased calcium in upper epidermis and increased 

calcium in lower epidermis after treatment of ultrasound and some recovery of 

epidermal calcium gradient after 6 hours. In RuO4 post fixation, samples 

showed alteration of SC -SG interface in 0 min, 1 hr, and 3 hr and 6 hr after 

3 MHz ultrasound treatment. Lacuna dilatation, partial distension of the 

intercorneocyte space, loss of multilamellar structures of the stratum 

corneum and increased lamellar body secretion were observed in ultrasound 

treated hairless mice skin. These findings were observed also in 6 hr post 

treatment sample. The mRNA levels of HMG CoA reductase, SPT, FAS were 

increased maximally after 3 hours. In conclusion, ultrasound can induce 

increased mRNA of lipids synthetic enzymes and lipids synthesis without 

increasing TEWL by changes of calcium ion gradients.  

Key Words: epidermal permeability barrier, ultrasound, epidermal lipids, 

epidermal calcium gradient, HMG CoA reductase, serine palmitoyl transferase, 

fatty acid synthase. 
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