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대황 추출물의 항산화 활성 및 MMP-1 저해 활성
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Effect of Rheum undulatum Extract on Antioxidant Activity and Activity of Matrix Metalloproteinase-1 
in Human Skin Fibroblasts. Sung Min Park, Gye Won Lee1 and Young Ho Cho1*. R&D Center, 
CoSeedBioPharm Corporation, Chungbuk 363-792, Korea, 1Department of Pharmaceutical Engineering, Konyang 
University, Nonsan 320-711, Korea - Rheum undulatum L. has been commonly used as a cure for hematem-
esis, dropsy, and haematuria in the Oriental medicine for a long time. The main constituents of R. 
undulatum are chrysophanol and emodin, which are an antioxidative substance that has an an-
thraquinone structure. In the present study, to develop a new anti-aging agent, we examined the anti-
oxidant activity and the inhibitory effect of the R. undulatum extract on the synthesis of MMP-1 in 
UVA-irradiated human dermal fibroblasts and MMP-1 activity. The R. undulatum extract was found 
to scavenge 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals and superoxide radicals in the xan-
thine/xanthine oxidase system by a dose-dependent manner, respectively. UVA-induced MMP-1 ex-
pression was reduced about 79.5% by 1 μg/ml of the R. undulatum extract and also inhibited MMP-1 
activity in a dose-dependent manner. In conclusion, it was observed that the R. undulatum extract has 
the antioxidant activity, regulation of UVA-induced MMP-1 production, and inhibition of MMP-1 
activity. Therefore, these results suggest that the R. undulatum extract can be developed as a new an-
ti-aging component of cosmetics.
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서   론

피부 노화에 영향을 미치는 외부 인자로는 기후, 흡연, 공

해, 자외선 등이 있으며, 특히 자외선에 의한 노화를 광노화

(photoaging)라고 한다. 자외선은 피부 세포 내에 유해한 활

성 산소종(reactive oxygen species)을 생성시키고, 이 활성 

산소종은 피부 세포에서 불포화 지방산, 단백질, DNA 등의 

고분자 물질들과 반응하여 피부 콜라겐 등의 결합조직 형성

파괴, 세포막 기능저해, DNA 변이촉진, 단백질 작용변형 등

을 유발하므로 피부 노화와 매우 밀접한 관계를 가지는 것으

로 알려져 있다[3,6,14].

Matrix metalloproteinases (MMPs)는 활성 중심부에 아연

을 갖는 금속 단백질 분해효소로서 현재까지 약 20 여종 이

상의 종류가 있는 것으로 알려져 있다[12]. 특히 MMPs는 피

부의 각질형성세포(keratinocytes), 섬유아세포(fibroblasts)를 

비롯한 많은 세포들로부터 분비되어 지지 구조체인 세포외 

기질(extracellular matrix, ECM)과 기저막(basement mem-

brane, BM)을 구성하는 주요 단백질 구성요소들을 가수분해

함으로서 피부 탄력을 유지하는 결합조직을 파괴하여 주름

과 탄력저하 및 피부 처짐의 원인이 되는 것으로 알려져 있

다[20]. Brenneisen 등[2]은 자외선 조사와 활성 산소종에 의

해 피부내의 MMPs 활성이 증가되어 진피층 내의 콜라겐 등

과 같은 세포 외 기질들의 붕괴에 영향을 미치며, MMPs가 

광노화에 매우 중요한 역할을 하고 있음을 보고한 바 있다.

생약제인 대황(Rheum undulatum L.)은 마디풀과

(Polygonaceae)에 속하는 다년생 초본식물로 뿌리는 비대하

고 황색이며, 줄기는 높이 1.5 m 정도로 자란다. 이 뿌리를 

가을에 채취하여 건조시켜 약재로 사용한다. 일반적으로 토

혈, 수종, 혈뇨를 치료하는데 사용되며 그 밖에 해열과 변비

에 효능이 있는 것으로 알려져 있다. 대황의 주성분으로는 

chrysophanol, emodin 등의 anthraquinone 유도체와 수종의 

glucoside 화합물이 보고되었다[18,19]. 

본 연구에서는 대황 추출물의 항산화 효과와 MMP-1의 활

성 저해 효과 및 자외선 A에 의한 사람 피부 섬유아세포

(human dermal fibroblasts, HDF)에서 MMP-1 생성 억제효

과 등을 관찰하였고, 기능성 화장품의 천연 항노화 소재로서

의 이용 가능성을 검토하고자 하였다.

재료 및 방법

시료의 제조

본 실험에서 사용한 대황(Rheum undulatum L.)은 서울 경

동시장 내의 한약 건재상에서 구입하여 사용하였다. 건조된 

대황을 분쇄하여 70% 에탄올을 넣은 후 3시간씩 3회 환류 

추출하였다. 추출물을 여과하고 감압 농축한 다음 동결 건조
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하여 그 분말을 사용하였다.

세포 및 시약

신생아의 포피조직에서 분리한 사람 피부 섬유아세포는 

Modern Tissue Technology사(Korea)로부터 구입하였다. 구

입한 사람 피부 섬유아세포를 DMEM/F12 (3:1) 배지에 10% 

fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin-streptomycin을 첨

가하여 37oC, 5% CO2 조건 하에서 배양하고 trypsinization

으로 계대 배양한 뒤 6-10 세대 세포를 실험에 이용하였다. 

MMP-1 정량을 위해 MMP-1 BiotrokTM ELISA system 

(Amersham, UK)을 구입하여 사용하였다. In vitro MMP-1 

활성 저해효과 측정을 위해 사용된 형광물질이 표지된 DQ 

gelatin, DQ collagen, collagenase, 1,10-phenanthroline은 

Molecular probe사(USA)로부터 구입하여 사용하였다. 그 외 

실험에 사용된 모든 시약들은 일급 및 특급 시약을 구입하여 

사용하였다. 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거 

효과 측정

Free radical의 소거 작용은 Blois [1]가 사용한 방법을 약

간 변형하여 각 시료의 DPPH radical (Aldrich, USA)에 대

한 소거효과를 측정하였다. 0.1 mM DPPH methanol 용액에 

동량의 시료를 가하여 vortex mixer로 잘 혼합한 후 실온에

서 10분 동안 반응시켰다. 이후 spectrophotometer를 이용하

여 565 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않은 

대조그룹과 비교하여 DPPH radical의 소거활성을 백분율로 

나타내었다. 양성 대조그룹으로는 vitamin C를 사용하였으

며, 농도별로 처리하여 DPPH radical을 50% 소거하는 농도

(SC50)를 구하여 시료와 활성을 비교하였다.

초산화 음이온 라디칼(Superoxide anion radical) 소거 

효과 측정

초산화 음이온 라디칼의 소거작용은 Furuno 등[7]의 방법

에 따라 각 시료의 xanthine-xanthine oxidase system에 의해 

생성된 초산화 음이온 라디칼을 소거하는 효과를 측정하였

다. 0.05 M Na2CO3 buffer에 3 mM xanthine, 3 mM EDTA, 

0.72 mM nitroblue tetrazolium (NBT), 0.15% bovine serum 

albumin (BSA) 용액과 시료를 각각 첨가하여 혼합한 다음, 

25oC에서 10분간 반응하였다. 그 후 각 tube에 xanthine oxi-

dase (0.25 U/ml) 용액을 첨가하여 25oC에서 30분간 반응한 

후, 565 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않은 

대조그룹과 비교하여 초산화 음이온 라디칼 소거활성을 백분

율로 나타내었다. 양성 대조그룹으로는 3-t-butyl-4-hydrox-

yanisole (BHA)를 사용하였으며, 농도별로 처리하여 초산화 

음이온 라디칼을 50% 소거하는 농도(SC50)를 구하여 시료와 

활성을 비교하였다.

세포 생존율 측정

세포 독성은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenylte-

trazolium bromide (MTT) 시약을 이용하여 세포 생존율을 

측정하는 Mosmann [16]의 방법을 변형하여 실시하였다. 

HDF를 2×104 cells/well 농도로 96-well plate에 접종한 후, 

각 well에 시료를 투여하여 CO2 배양기에서 24시간 배양하

였다. MTT 용액(5 μg/ml)을 첨가하고 4시간 후 원심분리하

여 상등액을 제거하고, 100 μl acid-isopropanol (0.04 N HCl 

in isopropanol)을 첨가한 후 푸른색의 formazan이 용출되도

록 하여 micro plate reader (BIO-TEK Instruments, USA)로 

565 nm에서 흡광도를 측정하였다.

자외선 A 조사 및 시료의 처리 

사람 피부 섬유아세포를 1.5×105 cells/ml의 농도로 직경 

35 mm dish에 약 80% 정도자랄 때까지 배양하였다. 자외선 

조사 전에 원배지를 제거한 후 PBS로 세척하여 배지 내 혈청 

성분을 제거한 다음, 자외선 조사장치(Sankyo Denki, Japan)

로 자외선 A (6.3 J/cm2)를 조사하였다. 자외선 A 조사 후 

FBS를 첨가하지 않은 DMEM/F12 (3:1) 배지에 시료를 투여

하여 24시간 배양하였다.

MMP-1 합성 저해 효과 측정

UVA 조사에 의해 유도되는 MMP-1 합성량 측정은 MMP-1 

BiotrokTM ELISA kit (UK)를 이용한 enzyme linked im-

munosorbent assay 방법으로 실시하였다. 먼저 사람 피부 섬

유아세포에 자외선 A를 조사 후 시료를 처리하여 24시간 배양

한 배지를 MMP-1에 대한 단클론 항체(monoclonal an-

ti-MMP-1)로 coating된 microplate의 각 well에 100 μl씩 분주

한 후, 뚜껑을 덮어 실온(20-25oC)에서 2시간 동안 보온하였다. 

각 well의 내용물을 제거한 후 세척용 완충제(wash buffer)로 

세척과정을 4회 반복하였다. 세척액을 완전히 제거한 다음 각 

well에 MMP-1에 대한 다클론 항체(polyclonal anti-MMP-1) 

100 μl씩 분주한 후, 뚜껑을 덮어 실온에서 2시간 동안 보온하

였다. 각 well의 내용물을 제거한 후 세척용 완충제의 세척과

정을 4회 반복하였으며, 세척액을 완전히 제거한 후 각 well에 

peroxidase conjugate 100 μl씩 분주한 후 실온에서 1시간 동안 

보온하였다. 보온이 끝난 후 세척용 완충제의 세척과정을 4회 

반복하였으며, 희석된 기질(substrate) 용액을 각 well에 100 

μl씩 분주한 후 실온에서 30분간 보온하였다. Stop 용액을 각 

well에 100 μl씩 넣고 30분 내에 micro plate reader (USA)를 

이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 표준에 

대한 시료의 농도를 산출하였다.

MMP-1 활성 저해 효과 측정

시료의 MMP-1 활성 저해 효과 측정은 Wang 등[20]이 사용

한 방법을 약간 변형하여 실시하였다. 즉, 반응완충액 100 μl에 
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DQ collagen (0.25 mg/ml) 20 μl, 시료 40 μl와 collagenase 

(0.5 unit) 40 μl를 첨가하였다. 암소, 실온에서 20분 경과 후 

형광분광광도계(PERKIN ELMER, USA)를 이용하여 흡수파

장 495 nm, 방출파장 515 nm로 형광값을 측정하였고, 대조그

룹으로서 효소액 대신 반응 완충액을 효소와 동량 첨가하여 

형광값을 측정하였다. 시료 자체의 형광값도 측정하여 효소활

성 계산시 보정하였다. 양성 대조그룹으로는 1,10-PT를 사용

하였으며, 농도별로 처리하여 MMP-1 활성을 50% 소거하는 

농도(IC50)를 구하여 시료와 비교하였다.

자료분석 및 통계처리 

모든 실험결과는 평균±표준편차로 표기하였고, 통계적 유

의성 검정은 Student’s t-test로 실시하였으며, p 값이 0.05 미

만일 때 통계적으로 유의하다고 판단하였다.

결과 및 고찰

DPPH radical 소거 효과 

DPPH는 free radical의 안정된 모델로 반응 중 DPPH의 

감소는 free radical의 소거반응이 진행됨을 알 수 있고, 지질과

산화의 초기반응의 억제 정도를 예측할 수 있다. 대황 추출물

의 항산화 효과를 알아보기 위해 DPPH를 이용하여 항산화 

작용을 측정한 결과 vitamin C는 11 μg/ml에서 50%의 DPPH 

radical을 소거하였으며, 대황 추출물은 투여 농도 의존적으로 

DPPH radical 소거작용을 나타냈다(Fig. 1). 즉, 대황 추출물을 

5, 10, 20 μg/ml의 농도로 처리한 경우 각각의 DPPH radical 

소거능은 22%, 65%, 72%로 나타났다. Oh 등[17]은 대황 뿌리

로부터 분리한 piceatannol이 DPPH radical 소거활성과 지질

과산화 억제활성이 높다고 보고하였고, Jung 등[9]은 결명자
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Fig. 1. Scavenging effects of Rheum undulatum extract (RUE) 

on DPPH radicals. A solution of 150 μl of 100 μM 

DPPH solution in methanol was gently mixed with 

150 μl of RUE for 10 min and the absorbance was 

measured at 565 nm. The results were expressed as the 

average of triplicate samples with S.D. The SC50 of vi-

tamin C showed 11 μg/ml. * p<0.05 compared with 

control.

로부터 분리한 alternin과 emodin이 hydroxyl radical 소거능

이 있다고 보고하였다. 본 실험에서는 대황 추출물의 free rad-

ical 소거효과가 단일 성분인 비타민 C에 뒤지지 않는 매우 

우수한 효과를 가지는 것으로 밝혀졌다.

초산화 음이온 라디칼(Superoxide anion radical) 소거 

효과

피부 노화에 중요한 영향인자는 자외선에 의해 비정상적

으로 생성량이 증가하는 활성 산소종과 자유 라디칼이다. 유

해 산소라 불려지는 활성 산소종은 세포 생체막의 구성 성분

인 불포화 지방산을 공격하여 지질과산화 반응을 일으켜 체

내 과산화지질을 축적함으로 인해 생체 기능이 저하되고 동

시에 노화 및 성인병 질환을 유발하는 것으로 알려져 있으며

[10], 다양한 종류의 식물성분 및 추출물에 의한 항산화 작용

이 보고되어 있다[8,15]. 초산화 음이온 라디칼의 저해작용은 

초산화 음이온 라디칼 소거작용과 xanthine oxidase의 효소 

활성 저해에 의해 나타난다고 보고되었다[13]. 대황 추출물

의 xanthine oxidase에 의해 생성되는 초산화 음이온 라디칼

의 소거 결과는 Fig. 2에 나타내었다. 양성 대조그룹으로 

3-t-butyl-4-hydroxyanisole (BHA)를 이용하여 대황 추출물

의 초산화 음이온 라디칼 소거효과를 비교하였다. 그 결과 

대황 추출물은 투여 농도 의존적으로 초산화 음이온 라디칼 

소거작용을 나타내 5, 10, 20 μg/ml의 농도로 처리한 경우, 

각각의 초산화 음이온 라디칼 소거능은 25%, 60%, 80%로 우

수한 초산화 음이온 라디칼 소거효과를 나타내었다. 양성 대

조그룹인 BHA는 32 μg/ml에서 50%의 초산화 음이온 라디

칼을 소거하였다. 상기의 결과로 볼 때 대황 추출물은 양성 

대조그룹인 BHA보다 우수한 초산화 음이온 라디칼 소거능

을 가지는 것으로 밝혀졌다.
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Fig. 2. Scavenging effects of Rheum undulatum extract (RUE) 

on superoxide radicals. Superoxide radicals were gen-

erated by a xanthine/xanthine oxidase system and 

measured by NBT reduction method as described in 

the Materials and Methods. The results were expressed 

as the average of triplicate samples with S.D. The SC50 

of BHA showed 32 μg/ml. * p<0.05 compared with 

control.
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세포 독성 

대황 추출물이 사람 피부 섬유아세포의 생존에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 대황 추출물을 다양한 농도로 처리하

고 세포의 생존율을 관찰하였다. Fig. 3에서 보는 바와 같이 

대황 추출물을 최고 1,000 μg/ml 처리 시에도 세포 생존율이 

90% 이상으로 나타났으며, 그 이상의 농도부터는 서서히 생

존율이 저하되는 경향을 보였다. 따라서 대황 추출물 1,000 

μg/ml 이하 범위에서는 세포독성이 거의 없는 것으로 사료

되어 이 농도 범위를 기준으로 실험을 실시하였다. 

UVA에 의한 MMP-1 합성 저해 효과 

피부의 광노화에 있어 중요한 역할을 담당하고 있는 

MMP-1의 발현은 UVA에 의해 세포에서 JNK/p38 활성도가 

증가하고 전사인자인 AP-1의 활성도가 증가되는 신호 전달

경로를 통해 MMP-1 발현을 증가시켜 피부에서 교원질의 결

핍을 초래한다고 알려져 있다[5]. 이러한 자외선 A에 의해 발

현이 증가되는 MMP-1에 대황 추출물이 미치는 영향을 알아

보고자 사람 피부 섬유아세포에 자외선을 조사하고, 대황 추

출물을 첨가하여 24시간 배양한 후 MMP-1의 합성량을 측정

하였다. 그 결과 대황 추출물은 농도 의존적으로 MMP-1 합성 

저해 효과를 나타내었다(Fig. 4). 즉, 대황 추출물을 0.25, 0.5, 

1 μg/ml의 농도로 처리한 경우 MMP-1의 합성 저해 효과는 

63.0%, 72.6%, 79.5%로 나타났다. 본 실험에서 대황 추출물은 

사람 피부 섬유아세포에서 자외선 A에 의해 발현이 증가되는 

MMP-1의 합성을 저해하는 효과가 있음이 확인되었으며, 이

는 기존에 보고된 retinoic acid [4]보다 우수한 효과를 가지는 

것으로 확인되었다. 또한, Kochanek 등[11]과 Wlaschek 등

[21]은 사람 피부 섬유아세포에서 자외선 A에 의해 활성 산소

종이 생성되며, 활성 산조종으로 인한 MMP의 발현이 촉진된

다고 보고하였으며, 본 실험의 결과로 볼 때 대황 추출물은 
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Fig. 3. Effect of Rheum undulatum extract (RUE) on the cell via-

bility of human dermal fibroblasts. HDF cells were 

treated with various concentration of RUE at 37
oC for 

24 hr. The proportion of survival cells was measured 

by MTT assay. The results were expressed as the aver-

age of triplicate samples with S.D. * p<0.05 compared 

with control.
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Fig. 4. Effect of Rheum undulatum extract (RUE) on the pro-

duction of MMP-1 in UV irradiated human dermal 

fibroblasts. The cells were treated with various concen-

tration of RUE for 24 hr. The contents of MMP-1 in 

culture media were determined by the MMP-1 

Biotrack™ ELISA kit as detailed under the Materials 

and Methods. The results were expressed as the aver-

age of triplicate samples with S.D. * p<0.05 compared 

with UVA-irradiated control.

활성 산소종 소거작용을 통하여 MMP-1 합성을 효과적으로 

조절할 수 있을 것으로 사료된다.

MMP-1 활성 저해 효과 

피부세포의 결합조직을 구성하는 성분들 가운데 콜라겐은 

피부 건조중량의 약 90%에 달하는 주요 구성 단백질이다. 따라

서 콜라겐의 분해는 곧 결합조직의 탄력 저하와 피부의 주름 

및 처짐에 직접적인 영향을 미친다. 체내에서 생성되는 수십 

종의 MMPs 가운데 MMP-1은 콜라겐에 특이적으로 작용하는 

단백질 분해효소(proteinase)로서 MMP-1의 활성을 억제하여 
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Fig. 5. Inhibitory effect of Rheum undulatum extract (RUE) on 

MMP-1 activity. A solution of 20 μl of DQ collagen 

(0.25 mg/ml) and 40 μl of RUE were gently mixed 

with 40 μl of 0.5 U collagenase for 20 min and the lu-

minescence was measured at 495 nm (exitation wave-

length) and 515 nm (emission wavelength). The results 

were expressed as the average of triplicate samples 

with S.D. The IC50 of 1,10-PT showed 11 μg/ml. * 

p<0.05 compared with control.
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콜라겐을 보호하면 피부조직의 탄력을 유지하고 주름의 생성

을 예방할 수 있는 것으로 알려져 있다[12]. 따라서 대황 추출물

의 MMP-1 활성 저해 효과를 양성 대조그룹으로 MMP-1 활성 

저해 작용이 있는 것으로 알려진 1,10-phenanthroline [20]을 

이용하여 비교하였다. 그 결과 1,10-phenanthroline는 24 μg/ 

ml에서 50%의 MMP-1의 활성을 저해하였으며, 대황 추출물의 

경우 투여 농도 의존적으로 MMP-1의 활성을 저해하는 것으로 

나타났다(Fig. 5). 즉, 대황 추출물을 5, 10, 20 μg/ml의 농도로 

처리한 경우 MMP-1의 활성을 각각 40%, 50%, 70% 저해하는 

것으로 나타났으며, IC50은 10 μg/ml로 우수한 MMP-1 활성 

저해 효과를 나타내었다. 상기의 결과로 볼 때 대황 추출물은 

양성 대조그룹인 1,10-phenanthroline보다 약 2.4배 정도 높은 

MMP-1 활성 저해능을 가지는 것으로 밝혀졌다. 

요   약

본 연구에서는 대황 추출물에 의한 항산화 효과, MMP-1 

활성 저해효과 및 자외선이 조사된 사람 피부 섬유아세포에

서 MMP-1 발현에 미치는 영향을 관찰하였다. 대황 추출물

의 DPPH radicals과 초산소 음이온 라디칼 소거효과는 농도 

의존적인 경향을 나타내었으며, DPPH와 초산소 음이온 라

디칼을 각각 20 μg/ml에서 72%와 80% 정도 소거하여 우수

한 항산화 효과를 나타내었다. 자외선이 조사된 사람 피부 

섬유아세포에서 MMP-1의 발현 저해효과 측정에서 대황 추

출물은 1 μg/ml에서 약 79.5%로 매우 우수한 합성 저해효과

를 나타내었다. 또한 대황 추출물의 MMP-1 활성 저해효과

는 20 μg/ml에서 약 70%의 우수한 활성 저해효과를 나타내

었다. 이상의 결과를 종합하여 볼 때 대황 추출물은 항산화 

효과 및 MMP-1 활성 저해효과와 자외선에 의한 MMP-1의 

발현을 효과적으로 저해하는 것으로 보아 우수한 항노화 소

재로써 이용될 수 있을 것으로 사료된다. 
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