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요  약  코브라 오일은 코브라 뱀(Naja naja atra)의 지방에서 추출한 오일로 전통적으로 인도와 동남아시아 지역에서 
피부 및 관절 질환, 두통, 류마티즘 등의 치료에 사용되어 왔다. 본 연구에서는 인간섬유아세포(HDF)와 인간각질형성세
포(HaCaT)를 이용하여 주로 민간요법으로 알려진 코브라 오일이 주름개선과 피부 항노화에 효과를 나타내는지 확인하
고자 하였다(과학적 근거자료를 제시하고자 하였다). 실험에 사용된 코브라 오일 성분을 gas chromatography-flame
ionization detector(GC-FID)로 분석하고, 자외선 B(UVB) 노출에 대해 HDF세포에서 MMP-1와 COL1A1의 mRNA
의 발현조절로 주름개선 효과를 확인하고, 노화 마커 SA-β-gal 활성 억제효과와 HaCaT의 긁힘에 대한 상처닫힘 효과
를 측정함으로써 코브라 오일이 항노화 효과를 측정하였다. 코브라 오일은 HDF 세포수를 증가시키고 MMP-1 발현을
감소시켰다(p<0.01). 코브라 오일은 UVB 광노화 조건에서도 감소된 HDF 세포수를 다시 증가시키고, 활성이 증가된 
MMP-1의 발현과 SA-β-gal을 UVB를 조사하지 않은 대조군 수준으로 감소시켰다. 코브라 오일은 HaCaT의 긁힌 자극
에 대하여 상처닫힘 효과를 증가시켰다. 실험에 사용한 코브라 오일은 1%에서부터 농도의존적으로 MMP-1 억제와 상처
닫힘에 우수한 효과를 나타내었는데, 코브라 오일 10%에서 최대 반응 농도를 나타내었다. 이와 같은 결과는 코브라 오
일이 주름 개선 및 항노화 효과 뿐만 아니라 피부재생과 관련한 광범위한 피부 건강 소재로 개발될 수 있을 가능성을
제시한다.

Abstract  Cobra oil, extracted from the fat of cobra snakes (Naja naja atra), has traditionally been used 
in India and Southeast Asia to treat skin and joint diseases, headaches, and rheumatism. This study uses
human dermal fibroblasts (HDF) and human keratinocytes (HaCaT) to determine whether the folk remedy
cobra oil improves wrinkling and anti-aging of the skin. The composition of cobra oil used in the 
experiment was analyzed by gas chromatography-flame ionization detector (GC-FID), and the wrinkle 
improvement efficacy was confirmed by regulating the expressions of MMP-1 and COL1A1 mRNA in HDF
cells exposed to ultraviolet B (UVB). The anti-aging effect of the cobra oil was measured by inhibiting
the SA-β-gal activity and measuring the wound-healing effect on HaCaT migrations. HDF cells treated 
with cobra oil showed an increased count and decreased MMP-1 expression (p<0.01). Exposure to cobra
oil also increased the HDF cell count decreased under UVB photoaging conditions and decreased the 
increased expression of MMP-1 and SA-β-gal to levels of the non-UVB irradiated control group. 
Increased wound-healing effects were observed for HaCaT migrations in cobra oil-treated cells. Excellent
dose-dependent efficacies from 1% onwards were obtained for MMP-1 inhibition and wound healing, 
with a maximum response at 10% concentration of cobra oil. These results indicate that cobra oil has 
the potential to be developed as a broad-spectrum skin health ingredient for improving wrinkling, 
anti-aging, and skin regeneration.
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1. 서론

피부노화(skin aging)란 노화에 따른 피부의 변화로 
간단히 정의된다[1]. 노화가 진행되면서 피부 각질층은 
장벽 기능이 약해지게 되어 수분 보유 능력이 감소하고 
알러젠 및 유해물질에 쉽게 노출되어 피부 민감도가 증
가한다. 이어 진피층의 노화는 collagen 및 fibronectin
과 같은 extracellular matrix(ECM)의 기능이 저하되
어 피부는 얇고, 평평해지며, 주름이 발생하고, 탄력이 
감소하며 피부위축과 건조증이 나타난다. 또한, 피부노
화 과정은 모발, 땀샘, 피지샘 등 피부 부속기도 그 기능이 
감소 하여 외부 자극에 의한 상처치유(wound healing)
가 지연되기도 한다. 

피부 노화를 일으키는 원인으로 크게 내인성 노화(intrinsic 
aging)와 외인성 노화(extrinsic aging)로 나누어 설명
된다. 내인성 노화의 경우 자외선(ultraviolet; UV) 등 
외부 자극에 노출되지 않는 피부에서 주로 관찰되는데 
이는 collagen, elastin, fibronectin, proteoglycans 
등으로 구성된 진피층내 ECM의 소실이 가장 큰 원인으
로 인식되고 있다. 

ECM은 세포와 세포사이 및 세포와 ECM간의 상호작
용 및 신호전달에 관여함으로써 피부 세포의 이동과 분
화 및 성장에 관여하며, 진피층에서 표피를 지지하고 피
부의 전체적인 기계적 구조를 유지하는데 중요한 역할을 
나타낸다. 특히, ECM에서 가장 높게 분포되어 있는 콜
라겐 생성조절과 총량의 변화는 진피노화(dermal aging)
의 주된 마커로 알려져 있다[2]. 또한, 피부내 콜라겐 양
의 감소는 콜라겐이 부여하는 탄력성 뿐만 아니라 진피 
섬유아세포와 ECM 사이의 물리적 상호작용을 감소시킴
으로써 계속적으로 진피내 섬유아세포의 기능을 약화시
키고 이는 콜라겐 합성기능 저하로 연결됨으로써 ECM
의 콜라겐 양의 감소를 더욱 악화시킨다고 설명하였다
[3]. 콜라겐은 피부에서 가장 풍부한 단백질로, 피부의 
상처회복, 세포이동, 기관형성 및 여러 염증작용에도 관
여한다고 알려져 있다[4].

외인성 노화의 주요 원인인 UV는 피부에 광손상
(photodamage) 및 광노화(photoaging)를 일으킨다. 
UV는 파장의 길이에 따라 크게 UVA, UVB, UVC로 나
누는데, 이 중 임상적으로 피부의 각질층과 진피층에 도
달되어 피부 주름과 색소 침착, 피부 건조 및 탄력 소실
과 같은 노화 과정을 촉진시키는 것은 UVB이다[5]. 
UVB는 콜라게네이즈(collagenase)의 일종인 matrix 
metalloproteinase(MMP)의 과발현을 유도하여 ECM 

단백질을 분해함으로써 노화를 촉진시키고, 주름형성, 
거친 피부, 피부건조, 상처치유 지연 등 피부 광노화의 
주요 원인이 된다. UVB 자극에 의한 세포내 reactive 
oxygen species(ROS) 활성 증가가 진피세포의 콜라겐 
합성관련 transforming growth factor-beta(TGF-β) 
관련 신호전달경로를 억제하고, 콜라겐 분해효소 matrix 
metalloproteinases(MMPs)의 활성을 증가시킴으로써 
결과적으로 피부내 콜라겐의 총량이 감소되면서 주름과 
노화가 발생한다고 보고되고 있다[6].

콜라겐의 총량은 콜라겐의 합성과 분해과정의 균형으
로 이루어진다. 콜라겐의 생산(collagen production)은 
여러 단계의 복잡한 과정을 거치는데, 진피세포에서 유
전자 조절로 생성된 콜라겐은 폴리펩타이드 체인 형태인 
프리콜라겐(precollagen)과 프로콜라겐(procollagen)
을 만들어 삼중나선구조를 형성하면서 세포밖으로 분비
된다. 세포외 matrix 환경에 의해 콜라겐 섬유단백질은 
축적되고 maturation을 거쳐서 교차연결(cross link)에 
의해 안정화를 이루어 피부에 탄력성을 부여하는 콜라겐 
구조체를 이루게된다. 이와 같이 콜라겐은 지지기능을 
할 수 있는 완전한 기능적 구조체를 형성하기까지 복잡
한 생성과 조립 및 축적 등의 단계를 거치며 각 단계가 
세포내·외의 환경에 의해 영향을 받기 때문에, 실험적으
로 콜라겐의 총량을 정확하게 측정하는 것은 아직 어려
운 문제로 남아있다[7,8]. 이에 반하여, interstitial 
collagenase라고도 알려진 MMP-1은 주로 진피에서 
collagen의 분해를 촉진하여 주름발생 및 피부 탄력 감
소시킨다. 그에 따라, MMP-1의 억제 조절은 노화 자극
에 대하여 콜라겐의 양을 조절하는 주요 마커로 이용된
다[9].

UVB 노출에 대한 진피층의 노화는 콜라겐 합성 등 ECM 
기질단백질을 생산하는 섬유아세포의 노화(dermal 
fibroblast aging) 즉, 세포 노화(celluar senescence) 
측면에서 관찰될 수 있다. 세포노화의 표지 인자로 알려
진 senescence-associated β-galactosidase(SA-β
-gal) activity는 노화 세포에서 리소좀(lysosome)의 β
-galactosidase의 발현이 증가하면서 그 활성이 증가하
여 β-galactoside를 단당류로 가수분해하는 노화 관련 
효소의 활성 정도를 나타내 것이다[10,11]. 따라서 UVB
를 이용한 외인성 자극에서 세포노화를 유발하고 세포내 
리소좀 효소 SA-β-gal의 활성조절을 측정하는 것은 진
피세포의 광노화 자극에 대한 보호 효과를 측정할 수 유
용한 방법이다. 

천연 오일은 보습, 윤기, 영양공급, 진정 등과 관련하
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여 피부 건강을 유지하는데 흔히 사용되고 있다. 식물과 
동물유래의 자연에서 채취한 천연 오일은 우수한 효능을 
나타내는 포화지방산, 불포화지방산뿐만 아니라 다양한 
미네랄을 함유하고 있어서 그 효과가 인공적으로 만들어
지는 합성에스테르류(synthetic ester oil) 합성 오일과 
달리 인체 친화적이고 안전하며 효과가 우수하다. 실제
로 다양한 동물 및 식물자원에서 추출한 천연유래 오일
에서 피부장벽을 수복하거나 피부를 보호하고 수분을 유
지하는 다양한 생리활성물질이 보고되고 있으며, 항균, 
항염증, 상처치유, 항염증, 항암 효과 등 다양한 효능을 
가진 기능성 물질이 보고되고 있다[12,13].

뱀오일(snake oil)은 전통적으로 동서양 의학서에서 
피부병에 바르면 좋은 약재로 알려져 있다[14]. 동의보감
(東醫寶鑑)에 수록된 임상 사례에 의하면 뱀기름을 사고
(蛇膏)라 하여 귓병치료에 쓰였고, 중의학에서는 관절 통
증질환을 치료하기 위해서 사용되었다. 태국에서는 코브
라 오일을 상처치료, 근육통, 피부괴사 등의 치료에 이용
하고 있다. 몇몇의 학술문헌에서 피부질환에 대한 뱀오
일의 전통적인 사용에 대하여 과학적 근거를 제시하고 
있는데, Khunsap(2020) 등은 코브라 오일이 SK-MEL-28 
세포에서 세포사멸을 유도하고 세포 수축을 유도하여 피부 
흑색종을 완화시켰다고 보고하였다[15]. Olaitan(2011) 
등은 보아뱀(Boa constrictor) 오일이 섬유아세포의 비
정상적인 증식으로 인한 켈로이드 반흔(keloid scar)에
서 섬유아세포의 성장을 억제하여 켈로이드 치료에 이용
될 수 있음을 제시하였다[16]. 다른 식물성 유래 천연자
원과 같이 뱀류도 종류에 따라 지방산의 구성이 다르고 
포화지방산과 불포화지방산의 비율이 다르게 나타나지
만, 대부분의 뱀오일은 oleic acid, palmitic acid, 
linoleic acid, eicosapentaenoic acid 등으로 보고되
고 있다[13]. 본 연구에서는 전통지식에 기반한 뱀오일 
사용에 대한 과학적 근거를 제시하고 인체에 적용하기에 
더욱 안전하고 효과적인 조건을 규명하기 위하여 
GC-FID 분석기술을 이용하여 코브라 오일의 성분을 분
석하고 2020년 9월 개정된 식품의약품안전처 주름개선 
기능성 화장품 원료 개발에 적합한 평가방법에 기초하여 
MMP-1의 발현 조절을 측정하고 SA-β-gal 발현과 상처
긁힘에 대한 개선효과 등을 측정함으로써 코브라 오일이 
주름개선 및 피부 항노화 효과를 가지는 기능성 소재임
을 제시하고자 하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 코브라 오일의 제조
본 연구에 사용된 코브라 오일은 Naja naja atra의 

지방 조직에서 저온추출한 오일로 ㈜톡시온(Gunpo, 
Korea)에서 제공받아 사용하였다. 코브라 오일의 산화
방지를 위해 0.8%의 magnolol을 첨가하였으며, 코브라 
오일은 –20°C에 밀폐하여 보관하였다. 실험에 사용한 
모든 코브라 오일은 산가측정지(Minnesota mining 
and manufacturing company, MN, USA)를 통해 산
화되지 않았음을 확인하고 실험을 진행하였다.

2.2 시약 및 재료
본 실험에 사용한 Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium(DMEM)과 phosphate buffer saline(PBS)는 
Welgene(Daegu, Korea)에서, fetal bovine serum 
(FBS)과 penicillin/streptomycin은 각각 GenDEPOT 
(Katy, TX, USA)과 Gibco(Grand Island, NY, USA)
에서 구입하여 사용하였다. 3-(4,5-dimethylthiazol- 
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT)와 
Dimethylsulfoxide(DMSO)는 Sigma-Aldrich(St. Louis, 
MO, USA)에서 구입하여 사용하였으며, SA-β-gal kit
는 BioVision(Milpitas, CA, USA)에서 구입하여 사용
하였다. 그 외 언급되지 않은 시약들은 Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

2.3 지방산 분석 및 기체크로마토그래피 조건
지방산 분석을 위한 시료의 메틸에스테르화는 Association 

of Official Analytical Chemists(AOAC) 963.22 분석
법을 사용하였다[17]. 지방 추출 후 메탄올성 수산화나트
륨용액으로 알칼리염을 만든 후 트리플루오르보란메탄올
(boron trifluoride methanol)용액을 가하여 가열을 
통해 메틸에스테르화(fatty acid methyl ester, FAME)
로 유도체화 시킨 후 이소옥탄(iso-octane)에 녹여 
SP-2560(100 m × 0.25 mm, 0.2 ㎛)가 장착된 Gas 
chromatography-flame ionization detector(GC-FID) 
GC장비를 이용하여 지방산 분석을 진행하였다. GC-FID 분
석은 주입부 온도: 220°C, 검출기 온도: 285°C, 유량: 
헬륨(He) 0.75 mL/min, 컬럼 온도: 100°C에서 4분간 
유지 후 3°C/min의 비율로 240°C까지 온도를 상승시
킨 뒤 15분 이상 유지, split ratio 200:1, 주입량 1 ㎕로 
하였다. GC-FID 분석결과는 각 지방산의 메틸에스테르
(methyl ester)이므로 각 지방산 별 전환 계수를 이용하
여 해당지방산으로 전환하였다. 트랜스(trans)형의 지방
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산의 경우 동일한 분자량을 갖는 시스(cis)형 지방산과 
동일한 전환 계수를 이용하여 전환하였다.

2.4 세포배양
Human dermal fibroblast(HDF)는 Gibco(Grand 

Island, NY, USA)에서, Human keratinocyte(HaCaT) 
세포는 CLS Cell Lines Service(Eppelheim, Baden- 
Wurttemberg, Germany)에서 분양받아 실험에 사용하
였다. HDF 및 HaCaT 세포는 DMEM에 10% FBS, 100 
U/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin을 첨가한 배
지를 사용하여 단층으로 37°C, 5% CO2 배양기 (Forma 
Direct Heat CO2 Incubator, Thermo Fisher 
Scientific, Madison, WI, USA)에서 배양하였다.

2.5 UVB 조사
광노화를 유도하기 위해 UVB를 조사하였다[18]. 

HDF 세포주를 96-well plate에 1 × 104 cells/well, 
24-well plate에 5 × 104 cells/well, 6-well plate에 
2 × 105 cells/well로 분주하여 배양하였다. 세포가 부
착된 후 FBS가 없는 DMEM을 첨가하여 4시간 동안 배
양한 후 PBS를 넣고 UVB 램프(Sankyo Denki, 
G8T5E, Kanagawa, Japan)가 장착된 UVC 500 
UltraViolet Crosslinker(Amersham, Bucks, England)
를 이용하여 10, 30 mJ/cm2로 UVB를 조사하였다. 세
포를 PBS로 세척 후 코브라 오일을 농도별로 처리하고 
24시간 동안 추가 배양하였다. 대조군은 UVB 조사 없이 
동일한 조건으로 진행되었다.

2.6 세포 생존율 측정(MTT assay)
코브라 오일의 HDF, HaCaT 세포에 독성이 나타나는 

농도를 확인하기 위해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 
-2,5-diphenylte-trazolium bromide(MTT) 분석법을 
이용하여 확인하였다[19]. 96-well plate에 HDF 세포
를 1 × 104 cells/well의 세포 수로 부착한 후, 코브라 
오일을 농도별로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 5 
㎎/㎖의 MTT를 첨가하고 3시간에서 4시간 동안 반응한 
후 상등액을 제거하였다. 형성된 formazan을 DMSO 
200 ㎕에 녹이고 microplate reader VICTOR 
X3(PerkinElmer, Waltham, MA, USA)를 이용하여 
540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 대조군
과 비교하여 흡광도의 백분율로 표시하였다.

2.7 qRT-PCR
주름 개선 효능을 평가하고자 real-time quantitative 

reverse transcription polymerase chain reaction 
(qRT-PCR)로 실시하였다[20]. TrizolTM(Ambion, 
Thermo, USA)를 이용하여 total RNA를 추출하였고 
cDNA 합성 키트(ECDNA100, NanoHelix, Daejeon, 
Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 이후 프리미
어 qPCR 키트(PQL-S500, NanoHelix, Daejeon, 
Korea)를 사용하여 PCR을 증폭하였다. cDNA 합성 조
건은 65°C에서 5분간 RNA denaturation 시킨 후 
42°C에서 1시간 동안 cDNA를 합성하고 95°C에서 5분
간 reverse transcriptase를 불활성화시켰다. PCR 조
건은 95°C에서 30초간 pre-denaturation을 한 후 9
5℃에서 5초, 60°C에서 30초를 40 cycle로 반응하여 
원하는 형광값을 검출하였다. 사용된 프라이머 서열은 
다음과 같다. 

Genes Primer sequence

MMP-11) F AGT GGC CCA GTG GTT GAA AA
R CCA CAT CAG GCA CTC CAC AT

COL1A12) F AGT GGT TTG GAT GGT GCC AA
R GAC CTT CAG AGC CTC GGG

GAPDH3) F GTG GCA AAG TGG AGA TTG CC
R GAT GAT GAC CCG TTT GGC TCC

1)MMP-1; matrix metalloproteinase-1, 2)COL1A1; collagen type I 
alpha 1 chain, 3)GAPDH; glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase.

Table 1. The primer sequence for qRT-PCR

2.8 Senescence-associated beta-galactosidase 
   (SA-β-gal) 활성 측정

세포 노화를 측정하기 위해 바이오마커로 알려져 있는 
세포 내 β-galactosidase를 염색하는 방법인 SA-β
-galactosidase assay를 수행하였다[10]. 24-well 
plate에 HDF 세포를 0.5 × 105 cells/well로 분주하여 
배양하였다. 세포가 부착된 후 30 mJ/cm2 조사량으로 
UVB를 노출시키고 세포를 PBS로 세척 후 코브라 오일
을 농도별로 처리하고 24시간 동안 배양하였다. 코브라 
오일 처리시간 후 모든 실험군은 배양액을 제거하고 PBS
로 wash한 후 세포를 고정시키기 위해 fixative 
solution 500 ㎕를 첨가하여 상온에서 15분간 방치하였
다. 고정화된 세포는 PBS로 wash한 후, staining 
solution 혼합액(staining solution 470 ㎕, staining 
supplement 5 ㎕, 20 ㎎/㎖ X-gal in DMSO 25 ㎕)을 
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Fatty acid IUPAC name Abbreviation Relative amount (%)
Myristic acid Tetradecanoic acid C14:0 0.4

Palmitic acid Hexadecanoic acid C16:0 24.2
Stearic acid Octadecanoic acid C18:0 7.9

Arachidic acid Eicosanoic acid C20:0 0.1
Palmitoleic acid Hexadecenoic acid C16:1 2.2

Oleic acid 9-Octadecenoic acid C18:1-cis(n9) 42.8
Linoleic acid 9,12-Octadecadienoic acid C18:2-cis(n6) 17.7

α-Linoleic acid 9,12,15-Octadecatrienoic acid C18:3(n3) 0.4
γ-Linoleic acid 6,9,12-Octadecatrienoic acid C18:3(n6) 0.1

Gadoleic acid 9-Eicosenoic acid C20:1(n11) 0.7
Eicosadienoic acid 11,14-Eicosadienoic acid C20:2(n6) 0.2

Eicosatrienoic acid 11,14,17-Eicosatrienoic acid C20:3(n3) 0.3
Erucic acid 13-Docosenoic acid C22:1(n9) 0.1

Docosahexaenoic acid 4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid C22:6(n3) 0.7
Nervonic acid 15-Tetracosenoic acid C24:1(n9) 0.1

Total amount of saturated fatty acids 32.6
Total amount of unsaturated fatty acids 65.3

Table 2. Fatty acid composition of cobra oil

500 ㎕씩 첨가한 뒤 37°C에서 24시간 동안 배양하여 세
포를 염색하였다. 염색된 세포를 현미경용 카메라 
DigiRetina 16 Camera (Tucsen Photonics Co. 
Ltd., Fuzhou, China)를 이용하여 촬영한 뒤, 촬영한 
이미지는 전체 세포에서 염색된 세포의 비율을 통해 세
포 노화 정도를 확인한 후 수치화하였다.

2.9 각질형성세포의 상처닫힘 효과
상처닫힘 효과를 확인하기 위해 Wound Healing 

Assay를 수행하였다[21]. 96-well plate에 HaCaT 세
포를 8 × 105 cells/well의 세포수를 부착한 후, 세포의 
수가 80%에서 90% 정도 채워졌을 때 FBS 무첨가(serum 
free) 배지로 교체하여 12시간 동안 starvation 시켰다. 
각 well에 200 ㎕의 pipette tip을 이용하여 스크래치 
한 후, 코브라 오일을 농도별 처리하여 24시간 동안 배양
하였다. 현미경용 카메라 DigiRetina 16 Camera 
(TUCSEN, Fuzhou, China)를 이용하여 12시간, 24시
간 배양 후에 PBS로 세포를 세척한 다음 촬영하고, 촬영
된 이미지는 image J soft ware 프로그램(National 
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)을 이용하
여 상처닫힘 정도를 수치화하였다.

2.10 통계분석
모든 데이터는 5회 반복한 값을 평균 ± 표준편차

(means ± SD)로 나타내었고, 각 그룹 간의 유의성은 
Window 용 SPSS 19.0 version(SPSS, Inc., Chicago, 
IL, USA)를 이용하여 one-way analysis of variance 
(ANOVA)로 Tukey HSD 다중분석법을 사용하여 사후
검증 하였으며, P 값은 0.05 미만일 때 통계적으로 유의
성이 있다고 간주하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 코브라 오일의 지방산 분석
코브라 오일의 지방산 성분 조성비는 Association of 

Official Analytical Chemists(AOAC) 공인분석법
(AOAC 963.22)에 따라 GC-MS를 이용하여 확인하였다.

분석 결과, 코브라 오일의 불포화지방산으로는 팔미톨
레산(palmitoleic acid, C16:1), 올레산(oleic acid, 
C18:1 n9, cis), 리놀레산(linoleic acid, C18:2 n6, 
cis), 알파-리놀레산(α-linoleic acid, C18:3 n3), 감마
-리놀레산(γ-linoleic acid, C18:3 n6) 등이 확인되었다. 
포화지방산으로는 미리스트산(myristic acid, C14:0), 
팔미트산(palmitic acid, C16:0), 스테아르산(stearic 
acid, C18:0) 및 아라키드산(arachidic acid, C20:0)이 
확인되었다[Table 2]. 본 연구결과에서 나타난 코브라 
오일의 성분 구성과 그 비율, 특히 올레산(42.8%), 팔미
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트산(24.2%), 리놀레산(17.7%) 등을 포함한 오일의 용량
과 효능 사이의 상관관계에 대한 연구는 더 이루어져야 
할 것으로 보인다.

3.2 코브라 오일의 세포 독성 평가
코브라 오일이 피부의 항상성 유지에 중요한 진피 섬

유아세포에 미치는 영향과 효능을 평가하기 위하여 세포
독성 및 안전성을 확인하고 유효 농도를 설정하고자 인
간 진피섬유아세포 HDF를 이용하였다. 코브라 오일의 
농도범위를 0.01 ~ 20%(v/v)로 정하여 세포 생존율을 
측정한 결과, 코브라 오일 저농도 0.01%(v/v)에서는 대
조군과 동일한 수준의 세포 생존율을 보였고, 2%에서부
터는 오히려 농도 의존적으로 세포 생존율이 증가하였다. 
즉, 실험에 사용한 농도 범위에서는 세포 독성이 전혀 나
타나지 않았으며, 코브라 오일 20%(v/v)에서는 진피섬유
아세포가 134.07% 증식한 결과가 나타났다[Fig. 1A]. 

280 ㎚ - 320 ㎚ 파장 자외선인 UVB는 일광화상, 과
색소침착, 일광각화증, 일광탄력증 및 피부 노화를 일으
키는 가장 대표적인 외부 피부 자극 요인이다. 이에 코브
라 오일에 의해 세포독성이 나타나지 않은 세포 생존율 
결과에서 UVB 노출에 대한 코브라 오일의 독성효과를 
재확인하였다. HDF 세포는 UVB(30 mJ/cm2)를 조사한 
경우 세포 생존율이 대조군에 비해 약 77.98%까지 감소
하였다. 

UVB 조사에 대한 세포 생존수의 감소에 대해 코브라 
오일은 20% 처리군을 제외하고 모두 회복 효과가 나타
났다. 10% 코브라 오일 처리군에서는 UV 손상에 대해 
생존율이 27.97% 증가함으로써 대조군 정상 수준으로 
회복되었다. 이는 코브라 오일이 UVB에 의한 세포 광독
성에 대해 회복효과가 있음을 의미한다[Fig. 1B]. 

단일성분이 아니고 다양한 유효성분들이 포함된 천연
소재의 경우, 농도가 증가하더라도 최대 반응(maximal 
response) 농도에 도달하면 더 큰 효과를 일으키지 못하
는 현상이 나타날 수 있다[22]. UV 노출에 대한 세포독
성에 대한 코브라 오일의 회복 효과에 있어서 최대 반응 
농도가 나타난 것으로 보이며, 10∼20% 미만으로 예측
된다[Fig. 1B]. 그러나, 본 결과와 다르게 UV를 조사하
지 않은 동일한 HDF 세포에서는 코브라 오일 20%에서
도 세포수가 유의적으로 증가하였다[Fig. 1A]. 

Kejlová K(2010) 등과 Hudson과 Towers(1991)는 
화장품에 사용하는 에센셜 오일과 많은 천연소재들이 잠
재적 광과민제(photosensitizer) 효과를 나타낼 수 있으
며, 이는 천연 소재가 특정 빛의 파장에 의해 광과민 반

응을 일으켜 세포 독성이 증가될 수 있다고 보고하였다
[23]. 따라서 HDF 세포를 유의적으로 증가시켰던 20%
의 코브라 오일이 UV에 노출된 HDF 세포에서 효과를 
나타내지 않은 결과는 코브라 오일 20% 이상의 농도에
서는 광과민성 반응이 나타날 수 있을 가능성을 보여준
다. 향후 코브라 오일에 대한 성분 함량과 광과민성 반응
에 대한 연구가 필요할 것으로 보인다. 

Fig. 1. Cytotoxicity of cobra oil in HDF cells. (A) HDF 
cells were treated with different 
concentrations of cobra oil(% volume per 
volume; v/v) for 24 h. (B) HDFs were treated 
with cobra oil after UVB exposure(30 mJ/cm2). 
The cell viability was determined by using the 
MTT assay. P values were calculated by 
ANOVA and Tukey HSD test.

3.3 코브라 오일의 UVB 조사에 따른 MMP-1 및 
   COL1A1 mRNA 발현 효과

MMP-1은 주로 진피에서 collagen의 분해를 촉진하
여 주름발생 및 피부 탄력을 감소시킨다. 그에 따라, 
MMP-1의 억제조절은 노화 자극에 대하여 콜라겐의 양
을 조절하는 주요 마커로 이용된다[9].

MMP-1은 콜라겐을 분해하는 효소로서, MMP-1의 
과다 발현은 콜라겐과 ECM 분해를 촉진하고, 진피층의 
위축과 피부 주름, 탄력 상실 및 수분 소실 등 진피세포 
노화반응 촉진에 크게 작용한다. 그에 따라, MMP-1의 
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억제조절은 노화 자극에 대하여 콜라겐의 양을 조절하는 
주요 마커로 이용된다. 본 연구에서는 코브라 오일의 주
름개선 효과를 확인하기 위해 식품의약품안전처에 고시
되어 있는 “피부의 주름개선에 도움을 주는 기능성화장
품 유효성평가 가이드라인”의 방법으로 UVB(10 
mJ/cm2)의 조사와 UVB를 조사하지 않은 HDF 세포에
서 MMP-1의 mRNA 발현을 측정하였다. 측정 결과, 코
브라 오일을 사용한 모든 농도에서 MMP-1 mRNA 발현
을 농도 의존적으로 크게 억제시켰다. 코브라 오일 1, 5, 
10, 20％(v/v)에서 대조군 대비 약 0.22배, 0.47배, 
0.61배, 0.67배 MMP-1 발현을 유의적으로 크게 억제
시켰으며, 이는 양성대조군인 TGF-β(10 ng/㎖) 효과와 
근접한 억제율이다[Fig. 2A]. 

이 실험은 식약처가 제안하는 UVB노출량에 대한 주
름형성자극에 대해서 MMP-1의 발현을 감소시켜서 주
름에 기능성을 가지고 있음을 나타낸다. 2020년 9월에 
개정된 식약처가 주름개선 기능성 평가에 의하면 
MMP-1의 발현을 UVB(10 mJ/cm2) 노출조건에서의 
MMP-1 하향조절 효과를 언급하고 있다. 이에 동일조건
에서 코브라 오일을 처리한 MMP-1의 발현을 측정하였
다. 실험결과 UVB 노출에 대하여 콜라겐을 분해하는 
MMP-1 발현이 25%로 크게 증가하였다. 그러나 동일한 
UVB 노출조건에서 1, 5, 10, 20％로 코브라 오일을 처
리한 군은 UVB 노출에 의한 MMP-1의 발현을 각각 
38%, 44%, 51%, 63%로 모두 유의적으로 억제되었다
[Fig. 2B]. 이는 양성대조군으로 사용한 TGF-β(10 ng/
㎖) 처리군과 근접한 억제결과를 나타내었다. 코브라 오
일은 UV 노출과 상관없이, 즉 내인성 노화 및 외인성 노
화 요인에 영향을 미치는 것으로 사료되며, 두 조건에서 
모두 MMP-1의 발현을 크게 억제하여 주름개선과 피부 
노화에 효능을 나타내는 것으로 판단된다.

본 연구와 유사하게 Si(2019) 등은 Deinagkistrodon 
acutus 뱀에서 추출한 오일을 국소적으로 도포하였을때 
UVB로 자극시킨 생쥐의 피부에서 MMP-1 함량이 감소
되고, 콜라겐의 주요 단백질 hydroxyproline이 증가하
였다고 보고하였다. 연구팀은 뱀유와 뱀유를 구성하는 
주요 지방산 혼합물 9-octadecenoic acid(44.65%), 
hexadecanoic acid(27.88%), octadecanoic 
acid(14.7%)이 UVB 노출에 대한 표피 비후와 콜라겐 
감소 억제효과를 나타냄으로써, 뱀유를 구성하는 주요 
지방산이 주름 개선에 영향을 미친다고 보고하였으며, 
지방산 외에 뱀유의 아연(Zn), 구리(Cu), 철(Fe), 셀레늄
(Se) 등의 미량원소가 UVB 노출에 대한 항염증효과를 

더욱 높인다고 설명하였다[14]. Kim(2005) 등도 오메가
-3로 알려진 불포화지방산 eicosapentaenoic acid가 
UVB 노출로 증가된 MMP-1을 감소시킨다고 보고한 바 
있다[24]. 이와 같은 연구결과에 근거하면 Deinagkistrodon 
acutus 뱀유와 유사한 지방산 구성비를 가진 코브라 오
일의 MMP-1 억제와 COL1A1 mRNA 발현 증가 효과
는 코브라 오일의 주요 지방산들 9-octadecenoic 
acid(42.8%), hexadecanoic acid(24.2%), 9,12- 
octadecadienoic acid(17.7%)이 주름 개선 효과에 일
부 영향을 미쳤다고 예측할 수 있다.  

본 연구에서 코브라 오일은 쉽게 산패되지 않도록 하
기 위해 항산화제로 magnolol 0.8%를 함유하였다. 
Ji(2020) 등은 magnolol 5, 10, 20 μM이 Jak/STAT 
pathway를 통해 UVB 자극으로 증가된 MMP-9과 
TNF-α 생성을 감소시켰다고 보고하였다. 그러나 같은 
조건에서 magnolol은 MMP-1과 MMP-3 증가에는 영
향을 미치지 않았다[25]. 이러한 결과는 본 연구에서 나
타난 뱀유의 주름 개선 효과가 일부 산화방지제로 첨가된 
magnolol의 영향에 의한 것일 수는 있으나, magnolol
은 UVB 노출 조건에서 MMP-1에 대한 조절 효과를 나
타내지 않았다. 이는 뱀유가 단독으로 magnolol 처리와
상관 없이 MMP-1 감소에 대한 주름 개선 효과를 나타
낼 수 있음을 말해준다.  

COL1A1은 콜라겐 섬유의 전구체 프리콜라겐
(precollagen)을 합성하는 유전자이다. 동일한 UVB 노
출조건에서 MMP-1과 COL1A1 발현을 비교하기 위하
여 UVB 조사에 따른 코브라 오일의 COL1A1 mRNA 
발현량을 측정하였다. 실험결과 UVB(10 mJ/cm2) 노출
에 대하여 COL1A1 발현량에 감소 효과를 나타내지 않
았다. 이는 식약처가 제안하는 UVB 조사선량이 MMP-1
의 발현을 증가시키는 데는 유의적이지만, COL1A1 발
현 감소를 유도하는데는 효과적이지 않다는 것을 보여주
었다. 코브라 오일에 대한 효과에서도 UVB 노출에 대한 
COL1A1 발현에 코브라 오일은 영향을 미치는 않았다. 
그러나, 코브라 오일 20%에서는 예상과 달리 COL1A1 
발현을 오히려 유의적으로 감소시켰다[Fig. 2C]. 이러한 
결과는 Fig. 1B에서 나타난 코브라 오일 20% 이상의 농
도에서 나타날 수 있는 광과민성 반응으로 유추할 수 있다. 

마유(horse oil), 밍크 오일(mink oil), 오소리 오일
(badger oil) 등 뱀유와 같은 동물성 오일은 주름 개선을 
주장하는 제품이 많이 출시되고 있지만, 실제 주름 개선 
효능에 대한 실험적 연구는 많이 이루어지지 않고 있다. 
Piao(2019) 등은 마유가 UVB 노출에 의한 각질형성세
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포의 활성산소종 발생을 제거하고 MMP-1의 발현을 억
제함으로써 피부 노화 개선에 효과가 있다고 있다고 발
표하였다. 연구팀은 마유를 구성하는 지방산 조성에 대
하여 32.5% 또는 37.7%로 가장 많이 차지하는 oleic 
acid가 항산화 효과를 가장 크게 나타낸다고 보고하였다
[26]. 뱀유를 포함한 동물성 오일에 대한 연구는 오일을 
구성하는 지방산과 다양한 미량 원소에 대한 효능 연구
가 더 과학적으로 이루어져야 할 것으로 보인다.

Fig. 2. mRNA expression levels of MMP-1 and 
COL1A1 genes in HDF cells. Cells were 
treated with cobra oil(% volume per volume; 
v/v) for 24 h and mRNA expression levels of 
MMP-1 (A) was determined using qRT-PCR. 
After UVB insult, cells were treated with or 
without cobra oil, and mRNA expression 
levels of MMP-1 (B) and COL1A1 (C) were 
determined. P values were calculated by 
ANOVA and Tukey HSD test.

3.4 코브라 오일의 UVB 조사에 따른 SA-β-gal 
   활성 효과 

SA-β-gal은 세포가 정상정인 분열을 멈추고 세포 노
화 과정을 겪을 떄 활성화되는 효소로 노화된 세포에서 
높은 농도로 발현되기 때문에 노화와 관련된 세포 집적
(accumulation) 상태에서 발견된다. 이 효소는 UVB 노
출에 의한 광노화 반응에서도 활성이 증가되어 피부 세
포의 노화 정도를 평가하는 바이오 마커로 활용되고 있
다[27]. 본 연구에서는 코브라 오일이 진피 섬유아세포에
서 항노화 효과가 있는지 확인하기 위해 UVB로 노출시
킨 HDF 세포에서 SA-β-gal 활성을 측정하였다. 측정 
결과, UVB(30 mJ/cm2)를 조사한 실험군에서 SA-β
-gal 물질의 활성이 대조군에 비해 3.59배 높아져서 노
화세포의 특징을 나타내었다. 그러나, UVB를 조사하고 
코브라 오일을 처리한 군은 모두 오일을 처리하지 않고 
UVB만을 노출시킨 실험군에 비해 농도의존적으로 현저
하게 억제되었으며, 이는 UVB를 처리하지 않은 대조군 
수준까지 나타났다[Fig. 3A-B]. 이와 같은 결과는 코브
라 오일이 1% 저농도에서도 유의성 있는 항노화 효과를 
나타내며(p<0.01), 코브라 오일 10%에서부터는 정상수
준으로 회복시키는 우수한 효과가 있음을 나타낸다.

 
3.5 코브라 오일의 긁힘에 대한 각질형성세포의 
   상처닫힘 효과

자연 노화에 의한 내적 요인과 광노화 같은 외적 요인
에 의해 노화가 진행됨에 따라 피부 기능은 약화 된다. 
노화된 피부는 정상적인 상처치유에 효과를 나타내지 못
하고 외부 자극에 쉽게 노출되면서 병원성 미생물 및 알
러젠 유입으로 다양한 피부질환이 유발된다. 또한, 정상 
세포에서도 피부 긁힘에 대한 상처치유 효과가 떨어지면 
염증 반응이 증가하여 피부장벽 기능이 약화되고, 이로 
인해 민감성 피부, 건조한 피부, 주름, 탄력 상실 등의 피
부 노화가 진행될 수 있다. 이에 본 연구에서는 코브라 
오일이 피부 상처닫힘에 효과를 나타내는지 알아보기 위
하여 각질형성세포 HaCaT을 이용하여 물리적 긁힘으로 
상처를 일으키고 각질형성세포의 이동과 증식률로 상처
닫힘 정도를 측정하였다. 실험 결과, 코브라 오일 1, 5, 
10% 처리군에서 각각 대조군 대비 1.26배, 1.23배, 
1.17배로 상처닫힘이 유의적으로 증가하였다. 이 결과는 
다른 실험결과와 달리 코브라 오일 1% 저농도에서 가장 
크게 나타났다. 그리고 코브라 오일 20%에서는 오히려 
0.18배로 상처닫힘이 감소한 결과를 나타내었다[Fig. 
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Fig. 3. Effects of cobra oil on SA-β-gal activity and wound migration in HDF and HaCaT cells. (A) 
Representative images of SA-β-gal staining. (B) Percentage of SA-β-gal-positive cells. (C) 
Representative images of cell migration. (D) The relative migration level, which was defined as the
differences between the initial wound width (at 0 hours) and the wound width after 24 hours. P
values were calculated by ANOVA and Tukey HSD test.

3C-D]. 코브라 오일 20%에서 HaCaT 세포의 상처닫힘
이 감소한 실험결과는 동일 농도에서 UV노출에 대한 세
포 생존율의 회복 효과와 COL1A1의 증가 효과가 나타
나지 않은 실험결과와 유사하다. 

이는 천연 자원 추출물이 단일 성분으로만 이루어져 
있지 않기 때문에, 천연물질의 농도가 증가하더라도 여
러 함유 성분이 함께 증가하기 때문에 효과 상승이 반드
시 비례적으로 나타나지 않을 수도 있다. 또한, 단일 성
분이라 하더라도 약리효과에 대한 최대 반응 농도가 존
재할 수 있다[22]. 또 하나의 가능성은 천연유래물질 및 
오일은 UVB 노출에 대해 광과민성을 나타내어 UVB 노
출시에는 오히려 그 효과가 감소할 수 있다. 코브라 오일 
1, 5, 10%에서 농도 의존적으로 효과적이었던 UVB 노
출에 대한 세포 생존율 회복효과와 COL1A1 발현효과는 
오일 20% 처리에서 오히려 감소효과가 나타났는데 이는 
광과민성에 대한 효과를 배제할 수 없다.

따라서 UVB노출에 의한 실험과 UVB를 노출하지 않
은 상처닫힘효과 실험에서 모두 코브라 오일 20%가 
10% 효과와 다르게 나타난 결과는 코브라 오일의 최대
반응농도가 20% 미만에서 나타날 수 있다는 가능성과 
20% 이상에서 광과민성이 나타날 수 있다는 가능성을 
모두 제시한다. 

본 실험에서 주요하게 나타난 MMP-1 발현 억제와 
노화마커 SA-β-gal의 감소효과 및 상처닫힘효과는 코브
라 오일 1%에서 농도 의존적으로 10%까지 유의성 높게 
나타났다. 그러나 코브라 오일 20%에서는 10%에서 나
타나는 효과보다 높아지지 않거나 오히려 감소하는 효과
가 나타났다. 이는 코브라 오일의 농도가 증가함에 따라 
함께 증가되는 구성성분 비율에 따라 나타나는 결과로 
설명될 수 있다. 또는, 증가된 구성성분 비율이 UVB 노
출에 민감해지면서 광과민성 효과를 나타낼 수 있다고 
설명된다. Si(2019) 등은 Deinakistrodon acutus 뱀오
일에서 항산화 및 항염증 효과가 나타난다고 보고하였는
데, 이는 뱀오일을 구성하는 지방산에 의한 항산화 효과
와 동물성 유래 오일이 가지는 미네랄에 의한 항염증 효
과라고 서술하였다[14].

4. 결론

본 연구에서는 인간 진피 섬유아세포와 인간 각질 형
성 세포를 사용하여 코브라(Naja naja atra) 오일이 피
부 주름 개선과 항노화에 효과를 나타내는지 확인함으로
써 코브라 오일을 주름개선 기능성 화장품 소재로 개발 
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가능성을 제시하고자 하였다. 
코브라 오일은 인간진피세포의 세포 성장을 증가시키

고, 콜라겐을 분해하는 MMP-1의 발현을 크게 감소시켰
다. UVB 노출에 대한 광노화 및 광손상(10 또는 30 
mJ/cm2) 조건에서도 활성화된 노화 관련 마커를 다시 
회복시켰다. UVB에 손상된 인간진피세포의 성장을 다시 
회복시키고, 활성화되어 콜라겐 분해를 촉진하는 하는 
MMP-1 발현을 감소시키며, UVB로 활성이 증가된 노화 
마커 SA-β-gal를 감소시켰다. 코브라 오일은 인간각질
형성세포의 인위적인 긁힘 상처에 대하여 세포성장과 세
포이동의 증가로 상처닫힘 효과를 증가시켰다. 

종합적으로, 본 연구결과에서는 코브라 오일이 UVB 
노출과 상관없이 MMP-1 억제에 의한 주름 개선에 우수
한 효과를 나타내며, 인간진피세포의 노화과정를 지연시
키고, 각질형성세포의 상처닫힘을 촉진함으로써 피부의 
내인성 노화와 외인성 노화에 모두 효과적으로 사용할 
수 있는 항노화 소재임을 제시하였다. 향후 코브라 오일
에 대한 성분 연구와 효능과의 관련성과 뱀오일 특유의 
이취 문제를 해결된다면 코브라 오일은 주름 개선과 항
노화 효과뿐만 아니라 피부재생과 관련하여 광범위한 피
부 건강 소재로 유용하게 개발될 수 있을 것이다.
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