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국문요약

장시간 장시간 장시간 장시간 수화가 수화가 수화가 수화가 표피 표피 표피 표피 투과 투과 투과 투과 장벽에 장벽에 장벽에 장벽에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향영향영향영향

표피 투과 장벽의 중요한 기능은 우리 몸에서 외부로 수분과 전해질의
손실을 막고,외부의 물리적,화학적 손상으로부터 보호하는 것이다.
이러한 장벽의 역할을 하는 각질층은 단백질로 이루어진 각질세포와 각질
세포를 둘러싸고 있는 지질로 구성되어 있다.과수화(overhydration)는
각질층의 팽창과 분리를 야기하며 각질세포간 지질구조의 변화를 일으
키고,피부 투과 장벽에 손상을 주어 경표피 흡수를 증가 시키는 것으로
생각된다.
수화에 의한 각질층의 형태학적 변화와 수화 시간에 따른 장벽기능의
손상을 확인하고 과수화로 인한 피부 장벽의 변화를 관찰하고자 8-12
주된 무모생쥐의 배부에 Hilltop chamber를 이용하여 증류수(pH6)를
노출시켜 24,36,48,72시간 후 생검하였다.전자현미경으로 각질층 구조
의 보전정도를 알아보기 위해 lanthanum 추적자를 이용하여 표피 투과
장벽의 손상여부를 조사하였고,RuO4후고정 방법으로 각질세포간 지질
의 형태학적 구조를 관찰하였다.OsO4후고정 방법으로 각질층의 형태학
적 특징과 calcium ioncytochemistry를 이용하여 표피 내 칼슘 이온의
분포를 관찰하였다.
Nilered염색상 수화시간이 증가함에 따라 표피 내 각질층의 중성지질
이 감소됨을 관찰하였다.경표피 수분 손실과 lanthanum 추적자 및
calcium ioncytochemistry결과 수화 24시간 이후부터 표피 투과 장벽의
손상이 나타남을 알 수 있었다.24시간 수화 후에는 부분적인 층판소체의
증가를 관찰하였으나 36시간 수화 후에는 더 많은 층판소체가 분비
되었다.
RuO4후고정하여 각질세포간 지질구조를 관찰한 결과 24시간 수화 후
각질층에 확장된 열공이 보였으며,열공 내부에는 타원형으로 풀어진
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모양의 지질 이중막 구조를 관찰하였다.각질층과 과립층 인접부위는
수화 36시간부터 분리된 소견을 보였고,내부에서도 동일한 형태의 지질
이중막 구조를 관찰할 수 있었다.
이상의 결과로 24시간 이상의 수화는 각질세포간격에 있는 열공과 층상
지질 구조의 변화를 유발한다.그 결과 표피 투과 장벽을 손상시키고
표피 칼슘 기울기의 소실과 층판소체의 분비를 증가시키는 것으로 생각
된다.

핵심되는 말 :표피투과장벽,과수화,층판소체,판상 이중막,칼슘기울기,
경표피 수분 손실,중성지질,열공 
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장시간 장시간 장시간 장시간 수화가 수화가 수화가 수화가 표피 표피 표피 표피 투과장벽에 투과장벽에 투과장벽에 투과장벽에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향영향영향영향

<지도교수    이 이 이 이 승 승 승 승 헌헌헌헌>

연세대학교 대학원 의과학과

이 이 이 이 은 은 은 은 희 희 희 희 

ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서론서론서론서론

피부는 신체의 가장 바깥을 감싸고 있는 광범위한 조직이며,외부 환경
에 항상 노출되어 있는 기관으로써,주된 기능은 인체로부터 수분과 전해
질의 손실을 억제하고,물리적 손상과 화학물질로부터 인체를 보호하는
중요한 장벽으로의 역할을 한다1.
피부 투과 장벽의 역할을 담당하는 각질층은 단백질이 풍부한 각질세포
와 이들을 연결하는 교소체 및 층상 구조를 이루는 각질세포간 지질로
구성되어 있다2.각질 세포간 지질은 상부 과립층에 위치한 층판소체
(lamellarbody)에서 지질이 분비되어,각질세포 사이로 퍼져 나가면서
형성된다3.층판소체에서 분비된 지질 원판은 서로 융합하여 넓은 판을
형성한다4,5.층판소체는 당스핑고지질,인지질,콜레스테롤과 가수분해효소
가 풍부한데,포도당 분해효소와 하이드롤레이스가 당스핑고지질과 인지
질을 각각 세라마이드와 자유지방산으로 변환시켜 장벽 기능을 수행하게
한다6.
표피에서 칼슘 이온의 분포는 기저층과 유극층에서 칼슘 이온이 낮고
상층으로 갈수록 증가되어 상부 과립층에서 칼슘이온의 농도가 가장 높다
7-9.그러나 피부 장벽이 손상된 경우 표피의 상부로부터 수분손실이 나타
나고 이로 인한 수동적인 칼슘이온의 손실은 표피 칼슘 기울기의 변화를
초래한다.
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피부 장벽에 손상을 주지 않고 칼슘기울기를 변화시키는 이온영동을
이용한 연구에서 표피 투과 장벽의 손상 없이 유발된 칼슘 기울기의 소실
이 층판소체의 분비를 증가시키는 것을 확인하였고,칼슘이온이 층판소체
의 분비조절에 관여하며,피부장벽 손상 후 장벽회복 과정의 중요한 조절
인자라고 주장하였다9.
최근 연구에서 물은 각질층의 지질구조를 손상시키며 물질의 피부 투과
를 증가시킨다는 보고가 있었다.각질세포막과 공유 결합으로 연결되어
있는 지질막에 둘러 쌓여 있는 각질세포가 과수화시 각질세포막의 신축성
에 의해 팽창이 제한되나,각질세포 주위에 있는 물에 의해 증가된 부피
는 두께를 증가 시킨다10.Cryo-TEM으로 수화에 의한 각질층의 형태를
관찰한 연구에서 수화시 각질층의 중앙부는 각질층 중에서 수분 함유 정
도가 가장 많았고,각질층 하부의 각질세포는 팽창이 일어나지 않았다
고 Bowstra등11이 보고 하였다.수화가 각질층의 팽창을 일으키며 각질층
을 형태적으로 변화시킴으로써 피부장벽 기능에 어떠한 변화를 일으키는
지 이에 대한 형태학적 관찰과 장벽기능에 관한 연구는 미비한 실정이다.
그러므로 연구자는 무모생쥐의 표피를 이용하여 수화시간에 따른
경표피 수분 손실의 변화,각질층 중성지질의 분포,표피내 칼슘 이온의
분포,각질 세포간 지질구조의 변화와 추적자를 이용하여 장시간 수화에
의한 피부장벽 손상기전과 각질층의 과수화가 피부장벽에 어떤 영향을
주는지 연구하고자 한다.
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

111...실실실험험험 동동동물물물 준준준비비비
생후 8주에서 12주사이의 암컷 무모생쥐 (hairlessmice:Hr/Hr)를

온도 22°C,습도 40~60% 사이의 사육조건에서 동일한 표준 사료와 수분
을 공급하여 사육한 후 실험에 사용하였다.

222...실실실험험험 방방방법법법
무모생쥐 배부의 피부에 distilled deionized water(pH6)가 담긴

Hilltopchamber(19mm)를 붙였다.노출시간은 24시간,36시간,48시간,72
시간 으로 하였다.경표피 수분 손실(TEWL)을 측정한 후 무모생쥐의 배
부를 생검 하였다.

가가가...경경경표표표피피피 수수수분분분 손손손실실실의의의 측측측정정정
(1)수화시간별 경표피 수분 손실의 측정
일정한 온도와 습도를 유지하는 공간에서 무모생쥐의 복강 내로 4%

chloralhydrate를 주사하여 마취시킨 후,수화시킨 피부를 실온에서 30분
동안 노출한 다음 TewameterTM 210(Courage+Khazaka,Koln,Germa-
ny)을 이용하여 수화시킨 무모생쥐 배부의 경표피 수분 손실양을 측정
하였다.
(2)수화 후 피부장벽 회복율
시간별로 수화시킨 무모생쥐에게 위와 같은 조건에서 마취 후 수화

시킨 피부를 실온에서 30분 동안 노출한 다음 공기 노출 시간별로 0시간,
3시간,6시간,12시간,24시간에 경표피 수분 손실을 측정 하였다.
(3)Tape-stripping후 피부장벽 회복율
각각의 시간별로 수화시킨 무모생쥐에게 위와 같은 조건에서 마취

후 tape-stripping하고 시간별로 경표피 수분 손실을 측정하였다.측정
시간은 0시간,3시간,6시간,12시간,24시간으로 하였다.측정된 경표피
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수분 손실로 장벽 회복율을 계산하였다.

나나나...NNNiiillleeerrreeeddd염염염색색색111222,,,111333

지질에 대한 형광 프로브인 Nilered는 각질층의 지질 분포를 보기
위해 사용하는데,얻어진 조직을 OCT compound(MilesInc,Elkhart,
IN)가 채워진 cryo-mold에 넣고 액화 질소를 이용하여 급속 냉동시켰다.
동결된 조직을 -70℃에 보관하였다가 염색하기 전에 6-8μm두께로 절편을
만들어 사용했다.아세톤에 녹인 Nilered원액 (50g/ml)을 준비하여 빛을
차단한 상태로 -20℃에 보관했다.Nilered염색용액은 75% glycerol1ml
당 15-25㎕ 원액을 첨가하여 잘 섞어 만들었다.준비된 조직절편에 미리
준비된 Nilered염색용액을 한 방울 떨어뜨리고 덮개유리를 덮은 후 상
온에서 10분간 방치하였다가 confocallaserscanning microscope(Carl
Zeiss)으로 관찰했다.

다다다...전전전자자자 현현현미미미경경경 검검검사사사
(1)Lanthanum 염색14

각질 세포 사이의 수분의 흡수 경로를 알아보기 위해 lanthanum
추적자를 사용하였다.0.05M Trisbuffer에 8% w/vsucrose를 넣고 8%
w/vLaNO3가 되도록 만든 후,pH 7.5-7.6이 되도록 하였다.전자현미경
고정액과 1:1이 되도록 희석한 후 여기에 조직을 넣어 1시간 동안 실온에
두었다.변형된 Karnovsky용액에 넣은 후 1시간 동안 실온에 두었다가
새 Karnovsky용액에 넣어 4℃에서 하루 동안 고정시켰다.0.1M sodium
cacodylatebuffer로 40분 간격으로 3회 수세했고,1% osmium tetroxide
로 2시간을 고정하였다.0.1M sodium cacodylatebuffer로 10분간 수세
후 알코올로 탈수시켰다.10분간 propylene oxide로 치환했고,epon
mixture와 propyleneoxide를 1:1로 섞어 침투한 후 포매 했다.60-90nm
로 세절한 후 투과전자현미경(PhilipsCM10)으로 관찰하였다.
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(2)Calcium-ioncapturecytochemistry15

표피 내 칼슘 이온의 분포를 알아보기 위해 얻어진 조직은 0.5mm3

로 세절하여 2% glutaraldehyde,2% formaldehyde,90mM potassium
oxalate와 1.4% sucrose가 포함된 ice-cold fixative에 18-24시간동안
고정시켰다.준비된 조직을 4℃에서 2% potassium pyroantimonate가
포함된 1% osmium tetroxide에 넣어 어두운 곳에서 2시간 동안 후고정한
후 찬 증류수(pH10)로 수세하고 알코올로 탈수시켰다.10분간 propylene
oxide로 치환했고 eponmixture와 propyleneoxide를 1:1로 섞어 침투한
후 포매 하였다.표피 내 칼슘분포를 좀 더 명확히 보기 위해 60-90nm로
세절한 후 uranylacetate와 leadcitrate염색을 실시하지 않고 투과전자
현미경으로 관찰하였다.
(3)Ruthenium tetroxide(RuO4)후고정16

각질층의 판상 이중막의 구조와 변화를 관찰하기 위해 얻어진 조직
을 1mm3크기로 잘게 자른 후,변형된 Karnovsky고정액에 18-24시간
동안 넣었다가 0.1M sodium cacodylatebuffer(pH 7.4)용액으로 수세한
후,0.1M sodium cacodylatebuffer(pH7.4)에 0.25% ruthenium tetroxide
로 실온에서 45분간 후고정 하였다.이렇게 고정된 조직을 완충액으로
헹군 후,알코올 용액으로 탈수시켜 10분간 propyleneoxide로 치환했다.
eponmixture와 propyleneoxide를 1:1로 섞어 침투시킨 후 eponmixture
에 포매했다.60-90nm로 세절한 후 uranylacetate와 leadcitrate로 염색
하여 투과전자현미경(PhilipsCM10)으로 관찰하였다.
(4)Osmium tetroxide(OsO4)후고정16

각질층의 두께와 구조를 관찰하기 위해 얻어진 조직을 1mm3크기로
잘게 자른 후,변형된 Karnovsky 고정액에 18-24시간 동안 넣었다가
0.1M sodium cacodylatebuffer(pH 7.4)용액으로 수세한 후,동일 buffer
(pH7.4)에 1% osmium tetroxide로 실온에서 2시간 후고정 하였다.이렇
게 고정된 조직을 완충액으로 헹군 후,알코올 용액으로 탈수시켜 10분간
propyleneoxide로 치환했다.Epon mixture와 propyleneoxide를 1:1로
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섞어 침투시킨 후 epon mixture에 포매 했다.60-90nm로 세절한 후
uranylacetate와 leadcitrate로 염색하여 투과전자현미경으로 관찰하였다.
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결과결과결과결과

111...수수수화화화 시시시간간간에에에 따따따른른른 경경경표표표피피피 수수수분분분 손손손실실실과과과 시시시간간간의의의 경경경과과과에에에 따따따른른른
피피피부부부장장장벽벽벽 회회회복복복율율율
수화시간별 경표피 수분 손실의 측정 결과 수화시간 24시간에 경표피
수분 손실이 증가되었으며,수화시간이 길수록 경표피 수분 손실이 증가
하는 경향을 보였다(그림 1)(p<0.05).수화 후 실온에 노출시킨 무모생쥐
의 경표피 수분 손실은 실온에 노출된 시간이 길수록 감소되었 으며,24
시간이 경과한 후에는 정상표피의 경표피 수분 손실과 비슷하였다(그림
2).수화 후 tape-stripping을 시행한 뒤 피부 장벽 회복율을 측정한 결과,
급성장벽손상후의 회복율과 같은 양상의 회복율을 보였다(그림 3).

그림 그림 그림 그림 1. 1. 1. 1. 수화 수화 수화 수화 시간에 시간에 시간에 시간에 따른  따른  따른  따른  경표피 경표피 경표피 경표피 수분 수분 수분 수분 손실 손실 손실 손실 수화 시킨 무모생쥐의 경표피 수분 손실  

이 정상 무모생쥐 표피의 경표피 수분 손실에 비해 모두 유의하게 증가                   

되었다.(n=4, * p<0.05) 
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그림 그림 그림 그림 2. 2. 2. 2. 수화후 수화후 수화후 수화후 피부장벽 피부장벽 피부장벽 피부장벽 회복율 회복율 회복율 회복율 무모생쥐의 피부를 수화시킨 후 시간이 경과함에    

따른 경표피 수분 손실을 측정하였다.    수화한 후 실온에 24시간 동안 노출              

된 무모생쥐의 경표피 수분 손실은 수화전의 정상수치와 거의 비슷하게                  

회복되었다.(n=4)
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그림 그림 그림 그림 3. 3. 3. 3. 수화와 수화와 수화와 수화와 급성 급성 급성 급성 피부장벽손상 피부장벽손상 피부장벽손상 피부장벽손상 후 후 후 후 피부 피부 피부 피부 장벽 장벽 장벽 장벽 회복율 회복율 회복율 회복율 무모생쥐의    피부를 각각의 

시간동안 수화시킨 후, 급성 장벽 손상 후 회복율을 측정하였다. 수화시간에 따른 피

부장벽 회복율의 유의한 변화는 나타나지 않았다. (n=4, p<0.05)
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222...CCCooonnnfffooocccaaallllllaaassseeerrrssscccaaannnnnniiinnngggMMMiiicccrrrooossscccooopppeee에에에 의의의한한한 중중중성성성지지지질질질 분분분포포포관관관찰찰찰
정상적인 무모생쥐 표피의 중성지질 형태는 거의 모든 표피에 걸쳐

고르게 분포되어 있었다.24시간 수화시킨 쥐에서는 부분적으로 중성지질
이 감소되어 정상보다 약하게 발현되었다.36시간 수화시킨 표피에서 부
분적인 중성지질의 발현이 관찰되며,24시간 수화시킨 표피에서 보여주는
중성지질의 발현 정도보다 약하였다.48시간 수화시킨 표피에서는 중성지
질의 발현정도가 현저히 감소되었다.72시간 수화시킨 표피에서는 중성지
질의 발현이 거의 관찰되지 않았다.따라서 수화 시간이 길수록 무모생쥐
의 각질층의 중성지질은 점차 감소되는 양상이었다(그림 4).

        그림 그림 그림 그림 4.4.4.4. 수화시간에 수화시간에 수화시간에 수화시간에 따른 따른 따른 따른 Nile Nile Nile Nile red red red red 염색소견 염색소견 염색소견 염색소견 수화시간이 경과함에 따라 정상적인    

  무모생쥐의 각질층에서 보이는 중성지질의 발현 정도가 점차 감소되었다. 

  [Nile red stain : (x400),중성지질-yellow color]
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333...추추추적적적자자자를를를 이이이용용용한한한 표표표피피피 투투투과과과 관관관찰찰찰
24시간 과수화시킨 무모생쥐의 표피에는 모든 각질층에서 부분적으로 추
적자가 투과되어 염색되었다.36시간 이상 과수화된 무모생쥐의 표피 에
서는 각질층을 포함한 전 층에 걸쳐 추적자가 침투된 것이 관찰되었다 

(그림5).

그림 그림 그림 그림 5. 5. 5. 5. 수화 수화 수화 수화 시킨 시킨 시킨 시킨 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 표피의 표피의 표피의 표피의 추적자 추적자 추적자 추적자 염색염색염색염색 Lanthanum 추적자는 수화 24시간

부터 각질층에 염색되었으며, 각질세포간 지질 사이에 부분적으로 염색되었고, 과립

층의 세포경계부위에서도 관찰되었다. 각질층에 부분적으로 관찰되던 추적자는 수

화 72시간에 각질층 전층에 걸쳐 침투되었다. [1:(대조군), 2,3:(24시간 수화), 

4:(36시간수화), 5:(48시간 수화), 6:(72시간 수화)(    : LaNo3 추적자)   

bar:1㎛ ]
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444...CCCaaalllccciiiuuummm iiiooonnn cccaaappptttuuurrreeecccyyytttoooccchhheeemmmiiissstttrrryyy를를를 이이이용용용한한한 투투투과과과전전전자자자 현현현미미미경경경
관관관찰찰찰
24시간 수화 시킨 무모생쥐의 표피는 정상적인 칼슘기울기를 나타내었
으나,과립층에서 약간 감소하였다.36시간 수화된 무모생쥐의 표피에서
칼슘이온은 감소되어 있었다.48시간 수화된 무모생쥐의 표피는 칼슘이온
이 현저히 감소해 있었고,과립층에서 약간의 이온 침착을 보였다.72시간
수화된 무모생쥐의 표피는 칼슘이온 침착이 거의 관찰되지 않았다(표 1)
(그림 6).

표 표 표 표 1. 1. 1. 1. 수화 수화 수화 수화 시킨 시킨 시킨 시킨 무모생쥐의 무모생쥐의 무모생쥐의 무모생쥐의 칼슘 칼슘 칼슘 칼슘 분포 분포 분포 분포 수화 시킨 무모생쥐의 표피를 calcium ion 

capture cytochemistry를 이용하여 ion precipitates의 발현양을 표로 정리       

하였다. 표피의 각 층별로 나누어 칼슘이온 침착정도에 따라 +로 표현하였다. 칼슘

이온의 침착 정도가 증가할수록 +의 개수를 더해 주었다.

                        수화시간에 따른 칼슘 분포

   표피     0시간    24시간    36시간    48시간    72시간    

  각질층      -        +         +         +         +

  과립층    +++   +++~++    ++      ++~+      -

  유극층     ++      ++      ++~+       -         -

  기저층      +        +         +         -         -
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그림 그림 그림 그림 6. 6. 6. 6. 수화에 수화에 수화에 수화에 따른 따른 따른 따른 칼슘기울기의 칼슘기울기의 칼슘기울기의 칼슘기울기의 변화 변화 변화 변화 정상 무모생쥐의 표피에서 나타나는 칼슘  

기울기는 과립층에서 가장 많은 칼슘 이온의 침착을 보이고(+++),기저층으로    

내려갈수록 줄어든다(+)(1). 24시간 수화시킨 표피는 정상적인 칼슘기울기에서  

보이는 칼슘 이온의 침착을 보이나 과립층에서 약간 감소하였다(+++~++)(2). 

36시간 수화시킨 표피도 정상적인 칼슘기울기 양상은 보였으나 과립층에서 이온  

침착물은 감소되었고(++), 기저층로 내려갈수록 감소되었다(+)(3). 48시간 수화

시킨 표피는 과립층에 약간의 이온 침착을 보이고(++~+)(4), 72시간 수화시킨  

표피에서 이온 침착물은 거의 관찰되지 않았다(5)[(SC:각질층, SG:과립층, SS:  유

극층, SB:기저층)bar:1㎛)].

555...RRRuuuttthhheeennniiiuuummm TTTeeetttrrroooxxxiiidddeee를를를 이이이용용용한한한 투투투과과과전전전자자자 현현현미미미경경경 관관관찰찰찰
24시간 수화시킨 무모생쥐의 표피는 각질층과 과립층의 인접부위에
층판소체의 분비가 증가되었고,가장 하층의 각질층에서 정상적인 판상
이중막의 배열을 확인할 수 있었다.각질층에서 열공이 관찰되었으며,
각질세포간 지질은 정상적인 판상 이중막 구조를 보였다.36시간 수화
시킨 표피에서는 각질층과 과립층 경계부위에 층판소체의 분비가 증가
되었다.부분적으로 각질층과 과립층이 분리 되는 소견도 보여 주었다
(그림 7).각질층에 확장된 열공이 관찰되었고,상층부에는 비교적 큰 확
장된 열공이 보였다(그림 9).48시간 수화 시킨 표피에서는 각질층과 과립
층 인접부위에 층판소체의 활발한 분비(그림 7)와 두층간의 분리된 소견
이 보였고,분리된 두 층 사이에서 분리되어 떨어져 나온 지질 이중막의
구조가 관찰되었다(그림8).각질층의 중간부위에서 확장된 열공이 다수
관찰되었고,열공과 틈새 내에 분리되어 나타난 타원형의 지질 이중막
구조가 관찰되었다(그림 10).72시간 수화시킨 무모생쥐의 표피도 각질층
과 과립층 인접부위에서 층판소체가 매우 많이 분비되어 넓게 분포되었고
(그림 7),각질층과 과립층의 경계부위에 풀어진 모양의 지질 이중막이
보였다(그림 8,10).각질층의 하부에서도 다양한 크기의 열공이 다수 관찰
되었고,커다란 크기의 열공이 관찰되었다(그림 9).각질층의 외측도 각질
층의 분리가 관찰되었으며,확장된 각질세포간격에 무정형의 지질이 관찰
되었다(그림10).
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그림 그림 그림 그림 7. 7. 7. 7. 수화 수화 수화 수화 후 후 후 후 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 표피의 표피의 표피의 표피의 층판소체 층판소체 층판소체 층판소체 분비양상 분비양상 분비양상 분비양상 수화시간 24시간 이후부터 72

시간까지 각질층과 과립층의 인접부위에서 층판소체의 분비가 증가되었다(bar:0.1

㎛).
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그림 그림 그림 그림 8. 8. 8. 8. 수화 수화 수화 수화 시킨 시킨 시킨 시킨 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 각질층과 각질층과 각질층과 각질층과 과립층 과립층 과립층 과립층 사이의 사이의 사이의 사이의 지질구조 지질구조 지질구조 지질구조 과립층과 각질층의   

경계부위에서 지질 이중막 구조로 보이는 새털모양의 물질이 관찰되었다[(1,2;48

시간 수화 ,3;72시간 수화)(bar:01.㎛)].
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그림 그림 그림 그림 9. 9. 9. 9. 수화 수화 수화 수화 시킨 시킨 시킨 시킨 무모생쥐의 무모생쥐의 무모생쥐의 무모생쥐의 각질층의 각질층의 각질층의 각질층의 열공 열공 열공 열공 각질세포간 지질의 판상이중막 구조

(1)가 24시간 수화 후에 부분적인 변화가 관찰되었다(2). 24시간 수화 이후부터  

각질층에서 열공(*)이 관찰되었다(3,4). 36시간부터 72시간까지 수화시킨 무모  

생쥐 각질층에서 다양한 크기의 열공을 관찰하였다(5~10).

[(1:정상무모생쥐의 판상 이중막 구조), (2,3,4;24시간 수화), (5,6 :36시간 수화),

(7,8:48시간 수화),(9,10:72시간 수화)bar:0.1㎛]



- xix -

그림 그림 그림 그림 10. 10. 10. 10. 수화 수화 수화 수화 시킨 시킨 시킨 시킨 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 무모생쥐 각질층의 각질층의 각질층의 각질층의 지질구조 지질구조 지질구조 지질구조 확장된 열공 내에서 타원형으로   

풀어진 모양의 지질 이중막 구조가 관찰되었다. 72시간 수화시킨 표피의 확장된    

각질세포간격에서 비정상적인 지질 구조가 관찰되었다(bar:0.1㎛).
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24시간과 36시간 수화시킨 무모생쥐의 표피는 정상 무모생쥐의 표피와
별다른 차이가 없었으나.48시간 수화시킨 무모생쥐의 표피는 각질형성
세포간의 확장이 나타났고,72시간 수화시킨 무모생쥐의 표피는 뚜렷한
각질형성 세포간의 확장과 각질형성세포내에서 원형질의 공포가 관찰
되었다(그림 12).
수화시킨 무모생쥐의 과립층에 분비된 층판소체는 상부 과립층에서

36시간 수화한 그룹이 대조군에 비해 유의하게 증가되었고,48시간~72
시간 수화한 그룹은 36시간 수화한 그룹에 비해 큰 증가를 보이지 않았
으나 대조군에 비해 유의한 증가를 보였다.하부 과립층은 36시간 수화한
그룹이 대조군에 비해 유의하게 증가되었고,72시간 수화한 그룹은 48
시간 수화시킨 그룹보다 층판소체의 수가 증가하였다(그림 11)(n=4)
(*p<0.001).

그림 그림 그림 그림 11. 11. 11. 11. 수화시킨 수화시킨 수화시킨 수화시킨 무모생쥐의 무모생쥐의 무모생쥐의 무모생쥐의 층판소체수 층판소체수 층판소체수 층판소체수 일정한 면적 안에 포함되는 과립세포내 

층판소체의 수를 세어 unpaired Student's t test를 시행하였다. 상부 과립층은  

36-72시간 수화한 그룹이 대조군에 비해 유의하게 증가하였다. 하부 과립층도  

36-72시간 수화한 그룹이 대조군에 비해 유의하게 증가하였다. (n=4)

(*: p<0.001)



- xxi -

그림 그림 그림 그림 12. 12. 12. 12. 수화시간에 수화시간에 수화시간에 수화시간에 따른 따른 따른 따른 표피의 표피의 표피의 표피의 전자현미경 전자현미경 전자현미경 전자현미경 소견 소견 소견 소견 24시간과 36시간 수화시킨 무모

생쥐의 표피는 정상 무모생쥐(1)와 유사하였다(2,3). 48시간 수화시킨 무모생쥐의 

표피는 각질층의 분리와 각질형성 세포간 공간의 확장이 관찰되었다(4). 72시간  

수화시킨 무모생쥐의 표피에서도 각질층의 분리와 각질세포간의 확장과 원형질의 

공포가 관찰되었다(5)[(SC;각질층, SG;과립층, SB;기저층)bar:1㎛].
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고찰고찰고찰고찰

피부의 각질층은 우리 몸에서 외부로 수분과 전해질의 손실을 막고,
외부의 물리적,화학적 손상으로부터 보호하는 장벽의 기능을 한다.건강
한 피부의 상태를 유지하기 위해 각질층은 약 30%의 수분을 함유해야
한다17.
표피의 지속적인 수화는 각질층을 팽창시키고,각질세포간의 결합력을
약화시켜 표피투과를 증가시킨다고 알려져 있다.과수화는 각질층의 팽창
과 분리를 야기하며 각질세포간 지질의 구조를 변화시킨다.각질 세포간
지질의 구조적인 변화는 표피 투과 장벽 기능에 영향을 준다18.본 연구
에서도 수화 후에 경표피 수분 손실을 측정한 결과 피부장벽기능이 저하
됨을 확인하였으나,실온에 다시 노출했을 때 경표피 수분 손실양이 24
시간 경과 후 거의 정상으로 회복되었다.수화 후 급성장벽손상을 일으킨
뒤 장벽 회복 속도는 정상피부와 차이가 없었다.지질에 대한 편광
프로브인 Nilered염색을 한 결과 수화시간이 경과할수록 각질층의 중성
지질이 감소되었으며,이는 경표피 수분 손실이 수화시간에 따라 증가
하는 것과 연관이 있는 것으로 생각된다.
삼가 양이온인 lanthanum을 추적자로 이용하여 관찰한 결과 수화 24
시간 이후부터 하부 각질층에 추적자가 관찰되었고,이는 각질층의 지질
구조의 변화에 의해 표피 투과가 증가되어 추적자가 염색된 것으로 생각
된다.최근 lanthanum 추적자를 이용한 연구에서 oleicacid의 도포 후
각질층 지질의 구조 변화와 열공의 관찰로 경표피 흡수 경로를 추적한 바
있다19.
RuO4로 후고정하여 각질층의 지질구조와 층판소체의 분비를 관찰한
결과 24시간 수화한 무모생쥐의 각질층과 과립층의 인접부위에서 층판
소체의 분비가 부분적으로 증가함을 관찰할 수 있었으며,36시간 수화
이후에는 현저한 증가를 보였다.24시간 수화한 경우 각질층에 부정형의
각질세포간 지질 구조와 더불어 열공이 관찰되었다.36시간 수화부터
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각질층과 과립층의 분리된 소견을 보여주며,각질층의 하층에서 상층까지
열공을 관찰할 수 있었다.24시간~72시간 수화한 무모생쥐의 표피에서
각질층과 과립층의 분리된 공간에서 분해된 지질 이중막이 솜털 같은
모양으로 관찰되었다.이는 Warner등21이 보고한 결과와 비슷한 양상을
보였다.
Cryo-TEM으로 연구한 논문에서 수화가 각질층의 팽창과 노출 시간에
따라 거대한 물저장소를 형성한다는 것과 수화로 인해 각질층에 거대한
세포사이에 틈을 만든다는 것을 확인할 수 있었다18,20.RuO4후고정으로
관찰한 결과에서 열공이 관찰되는 것은 앞서 연구한 논문에서 보고한
바와 같이 수화를 시켰을 때,물이 존재하는 공간이 각질층에 있음을
말해 준다.
각질층의 팽창은 주로 피부 표면으로부터 수직방향으로 일어나는데10,17,
각질세포의 팽창 기전을 규명하기 위하여 표피를 분리하여 순수한 물에
담궜을 때 각질층의 팽창이 25-30% 가 증가하였고 표피 길이는 3-5%가
증가하였다.이러한 차이는 각질세포의 팽창 반응이 기계적인 안정성과
모양을 유지하는 케라틴 세섬유의 고분자 조합에 기인한다는 가설이 있다
15.
24시간 수화시킨 무모생쥐의 피부에서 경표피 수분손실이 증가되었고,
부분적인 칼슘기울기의 변화와 lanthanum 추적자가 하부 각질층에 부분
적으로 염색되었다.36시간 수화 시킨 무모생쥐의 표피도 경표피 수분
손실의 증가,칼슘이온의 분포와 추적자 염색이 24시간과 유사한 양상
으로 관찰되었고,층판소체의 분비도 증가되어 있었다.피부 투과 장벽의
기능적 손상은 경표피 수분 손실과 층판소체의 분비양상,칼슘이온 분포
변화를 고려한다면 수화 24시간 전후에 유발되는 것으로 사료된다.
물에 의해 장시간 노출된 피부는 각질층의 팽창과 유연성을 증가시키며,
각질세포간 결합을 약화시키고 피부를 통과하는 모든 물질의 투과를 증가
시켜,약물전달과 피부자극을 유발 한다.또한 물은 표피의 두께를 증가
시키고 세포간격을 확장시키며,세포사이의 액포와 농양을 형성하고,
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단핵구의 침윤을 촉진시킨다고 알려져 있다.또 진피에서는 부종을 일으
키며 대식세포와 랑거한스 세포의 수가 증가한다고 보고 되었다18.
본 연구에서는 과수화가 피부투과장벽을 구성하고 있는 지질 구조의
손상을 유발시켜 피부장벽기능을 저하시키고,과수화는 장벽기능을 급성
으로 저하시키지는 않으나 수화시간이 길어질수록 손상이 심해지며,이
결과를 근거로 만성 손상에 대한 회복기능에 대해서는 더욱 연구가
필요한 것으로 생각된다.
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결론결론결론결론

장시간 수화가 표피투과장벽에 미치는 영향을 연구하기 위해 8~12주
무모생쥐를 이용하여 수화 후 Nilered염색,lanthanum 추적자 염색,
RuO4 후고정,OsO4 후고정,calcium ioncapturecytochemistry를 시행
하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.Nilered염색상 수화 시간이 증가함에 따라 각질층의 중성지질 양은
감소함을 관찰하였다.

2.경표피 수분 손실과 lanthanum 추적자 및 calcium ion cytoche-
mistry결과 수화 24시간 이후부터 표피 투과 장벽의 손상이 나타
났다.

3.전자현미경 소견상 24시간 수화 후에는 부분적으로 층판소체의 분비
가 증가되었으나 36시간 수화 후에는 현저하게 층판소체 분비가 증가
되었다.수화시간이 길어질수록 각질세포간격의 확장을 관찰할 수
있었다.

4.RuO4후고정하여 각질세포간 지질 구조를 관찰한 결과 수화 24시간
후 각질층에 확장된 열공이 보였으며, 열공 내부에는 타원형
으로 풀어진 모양의 지질구조를 관찰하였다.각질층과 과립층 인접
부위는 수화 36시간부터 분리된 소견을 보였고,확장된 각질세포
간격에 변형된 지질 구조를 관찰할 수 있었다.

이상의 결과를 종합해보면 24시간 이상의 수화는 각질층 내 열공과
판상 지질 구조를 변화시켜 각질층의 장벽기능에 이상을 초래하며 표피
칼슘기울기의 소실과 층판소체의 분비가 증가되는 것으로 사료된다.
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Abstract Abstract Abstract Abstract 

The The The The Effect Effect Effect Effect of of of of prolonged prolonged prolonged prolonged exposure exposure exposure exposure to to to to water water water water on on on on the the the the epidermal epidermal epidermal epidermal 

permeability permeability permeability permeability barrierbarrierbarrierbarrier

 Eun Hee Lee

Department of  Medical Science
The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Seung Hun Lee)

 Among the various functions exerted by mammalian skin, epidermal 

barrier function is considered as one of the most   important ones. 

The outermost layer of the skin, stratum corneum, is consisted of 

corneocytes embedded in hydrophobic lipid domain. Epidermal 

permeability barrier function, which prevents excessive movement of 

water and other electolytes through the skin, is known as played by 

this lipid domain in stratum corneum.

 Hydration of the skin is known to induce structural changes of   

stratum corneum, and prolonged hydration of skin by lone-term water 

exposure can result in various dysfucntions due to the structural 

disorganization. In previous reports about the structural changes, 

swelling and delamination of the stratum corneum were observed after 

prolonged water exposure. 

 In this study, hairless mouse model was used for observing the 

detailed structural changes and corresponding functional changes 

induced by prolonged water exposure. Hilltop(TM) chamber filled with 

deionized distilled water (pH 6) was attached to the abdomen of hairless 

mouse for 24, 36, 48 and 72 hours, respectively. 

 In nile red stain, the amount of epidermal lipid decreased according 
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the hydration time, and lanthanum tracer and epidermal calcium 

gradient observed by electron microscope also confirmed the 

abnormalities after 24 hours of water exposure. The epidermal 

structure was observed by OsO4 post-fixation method and increase of 

lamellar bodies in stratum corneum-stratum granulosum junction was 

shown after 24 hours. The RuO4 post-fixed specimen showed many 

expanded lacunaes between the intercellular spaces in stratum corneum 

after 24 hours. The separation of stratum corneum-stratum granulosum 

junction was observed after 36 hours of hydration and disorganized 

lipid structure was also shown in the stratum corneum.  

 As a conclusion, prolonged water exposure more than 24 hours 

induces the disruption of epidermal permeability barrier function, and 

increase of lamellar body secretion. In addition, overhydration results 

in the increase of lacunaes in stratum corneum, as well as structural 

disorganization of stratum corneum intercellular lipids. These structural 

changes can explain the functional abnormalities induced by the 

prolonged water exposure to the skin.

Key Words : epidermal permeability, overhydration, lamellar body, 

lipid bilayer, calcium gradient,transepidermal water loss, neutral lipid, 

lacuna 
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