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1.�서론

한의학에서 보중익기탕(Bu-Zhong-Yi-Qi-Tang,�BZYQT)

은 황기와 인삼을 주된 약으로 하고 감초,�백출,�당귀,�진피,

승마,�시호를 보조약으로 사용하는 처방제이다[1].�중국에서

는각종암의치료에사용되어왔고최근동물실험과임상에

서화학적발암억제및항암효과가보고되었으며일부유효

성분이 밝혀지고 있다[2-5].�최근면역증강 효과[6],�남성불임

개선효과[7],�아토피성피부염개선효과[8],�항노화효과[9]가

알려졌으며 이외 저중력 상태의 우주환경에서의 장해 경감

효과가 보고[10]되기도 하였다.�방사선 장해에 대한 효과는

소장움(intestinal�crypt)의 보호와비장집락의형성촉진이보

고되었고구성단미중인삼,�당귀,�승마,�시호가효과가있는

것으로알려졌다[11].��

멜라닌 생성 억제 물질의 탐색법으로는 tyrosinase�활성

저해실험,�배양색소세포를 이용한 실험,�실험동물에서의 생

체시험,�사람피부를대상으로한실험등이실시되고있으며,

그중멜라닌합성의주효소인 tyrosinase�활성저해실험이멜

라닌중합체억제제개발의초기단계에서주로채택되고있

다[12].�그러나 최근 멜라닌 생성이tyrosinase에 의한 산화반

응 뿐만 아니라,�여러 가지 복잡한 요인에 의해 진행된다는

것이 밝혀졌고,�또한in�vitro에서의 tyrosinase활성 억제물질

이 melanoma세포주에서는 활성이 전혀 나타나지 않는 등의

문제로 멜라닌 생성을 종합적으로 억제하는 물질의 개발이

요구되고있다[13].�따라서피부의멜라닌생성을억제하거나

탈색효과의확인은종래에주로이용되던 tyrosinase�활성억

제 확인법과 함께 상피조직에서의 멜라닌세포의 수적 변화

를 현미경 표본에서 형태학적으로 직접 관찰하는 실험이 더

욱정확하리라생각된다.���

현재까지다양한피부보호제및미백제가개발되어사용

되고 있으나,�여러 가지 문제점이 제기되고 있다.�미백제로

서,�4-hydroxyanisole�및 hydroquinone�등은기미,�주근깨,�반

점및임신기과색소침착과같은과잉색소증치료에국부적

으로사용되고있다.�그러나이들화합물은강력한멜라닌생

성저해활성을보이지만색소세포의변성또는치사를일으

키고 세포 본래의 기능을 손상시키는 등의 부작용을 나타낸

다.�특히 hydroquinone�계열은 강력한 멜라닌 생합성 저해

활성을 나타내어 미백용 크림으로 개발되었으나,�세포 독성

으로 인한 피부자극과 피부병을 유발하여 일부 국가에서만

사용이 허가되고 있는 실정이다[14].�코직산은 현재 arbutin,

ascobic�acid�등과 함께 식품의 갈변 방지제,�화장품,�의약품

용 미백제 성분으로 사용되고 있으며,�세정제,�세안제,�육류

갈변 방지제,�항산화제,�선도 유지제 등의 기능도 보고되고

있다.�그러나 코직산의 낮은 저해활성,�사용 중의 변색,�물질

마우스에서보중익기탕이자외선B�조사에의한

표피멜라닌세포변화에미치는영향
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C57BL/6�마우스에서 자외선(Ultraviolet,�UV)�B�조사에 의한 표피 멜라닌세포의 변화에 대한 보중익기탕(Bu-Zhong-Yi-Qi-

Tang,�BZYQT)의 효과를 관찰하였다.�마우스에 UVB를 매일 80�mJ/cm2 (0.5�mW/sec)씩 7일간 조사하고,�BZYQT를 UV�조사

전 또는 조사 후에 복강내주사 또는 피부에 도포하여,�멜라닌세포 형성 억제효과 및 형성된 멜라닌세포에 대한 미백 효과를

dihydroxyphenylalanine�(DOPA)�염색으로 관찰하였다.�마우스의 귀등쪽 표피를 분리하여 관찰한바,�정상대조군에서는 mm2

당 11-16개의멜라닌세포가관찰되었으며,�UV�조사일주일후발달된가지를가진DOPA�양성멜라닌세포는급격히증가하였

다.�멜라닌세포형성억제실험에서는평균치를기준으로복강내주사군에서 16.3%,�피부도포군에서 26.6%(p<0.01)의효과가

관찰되었으며,�형성된멜라닌세포의감소효과실험에서는평균치를기준으로복강내주사군의경우 3주에 24.0%(p<0.01),�6

주에 26.0%(p<0.01)의 효과가 관찰되었고,�피부도포군의 경우 3주에5.2%,�6주에12.5%(p<0.05)의 효과를 보였다.�이상의 결

과는BZYQT가 UV에의한멜라닌세포형성억제제및미백제로서의적용가능성을제시하였다.
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자체의 불안정성 등의 문제점이 제기되고 있다[14,15].�그밖

에 4-hydroxyindole,�4-hexylresorcinol,�2-mercapto-benzo-

thiazole,�cinamic�acid,�p-coumaric�acid,�salicyl-hydroxamic

acid,�tropolone,�mimosine,�methimazole,�2,3-napthalenediol

등의물질이 tyrosinase�저해활성을나타내지만,�대부분의물

질이암,�돌연변이등을유발시키거나,�강한독성을나타낸다

고보고[16,�17]되어,�보다안전한천연물유래의새로운무독

성물질의발굴이필요하다.

BZYQT는 각종 생리활성 효과[2-10]�및 일부 전리방사선

장해 경감 효과가 보고되었으나[11]�UV에 의한 피부손상에

대한 연구보고는 없다.�본 연구에서는 BZYQT의 UV에 의한

멜라닌세포 형성 억제 및 형성된 멜라닌세포의 감소 효과를

표피조직에서직접관찰측정하였다.

2.�재료및방법

2.1�실험동물

미국NIH에서 분양받아 원자력의학원에서 사육한 7-8주

령의 C57BL/6�마우스를사용하였고,�각실험에서 6마리를하

나의실험군으로적용하였다.�동물의사육은온도 22�± 2�°C,

상대습도 50�± 10%,�조명시간은 12시간 (오전 8시 점등-오후

8시 소등)�및 조도 200-300�lux로 설정된 시설에서 수행하였

다.�순화기간을 거쳐 polycarbonate�사육상자에 3마리씩 수

용하였고실험동물용고형사료 (삼양사료,�한국)와 정수장치

를 통과한 수도수를자유롭게 섭취하도록하였다.�모든 실험

동물은 Institute�of�Laboratory�Animal�Resources의 'Guide�for

the�Care�and�Use�of�Laboratory�Animal'�(1996,�USA)에 준하

여취급하였으며동물실험은전남대학교수의과대학동물실

험윤리위원회의승인하에수행되었다.�

2.2�UV조사

UVB�조사는 광원으로 UVB�lamp�GL20SE�(Sankyo

denki,�Japan)를 이용하여제작한 UVB�조사기를사용하였으

며광량은 Solarmeter®(Solartech�Inc.,�USA)로측정하였다.�대

조군을 제외한 실험군 마우스 양쪽 귀 등쪽 면에 매일 오전

UVB를 80�mJ/cm2 (0.5�mW/sec)씩 7일동안조사하였다[11].�

2.3�보중익기탕시료제조및투여

BZYQT를 구성하는 황기,�감초,�인삼,�백출,�당귀,�진피,

승마 및 시호를 시중에서 구입하여 순천대학교 한약자원학

과에서 분류학적 동정을 실시한 후 시료로 사용하였다.

BZYQT는 한의서인 화제국방의 처방을 적용하여 황기 45�g,

감초,�인삼,�백출각 30�g,�당귀,�진피각 15�g과승마,�시호각

9�g�씩혼합하였다.�각단미생약을세절하여,�건조중량 100�g

당증류수 1,000�ml의비율로혼합하고 80�°C�수조에서 8시간

중탕 추출하였다.�고형분을 제거한 현탁액을 1,000�g에서 30

분간 원심분리시키고상층액을여과하여감압농축하고동결

건조시켰다.�

멜라닌세포형성억제실험에서는체중 kg당 25�mg을최

초 UV�조사전 12�시간에투여하고이후격일로동일용량을

각UV�조사전 12시간에복강내주사하거나,�연고기재 (한국

콜마 주식회사)에 BZYQT를 0.2%로 혼합 제조하여 최초 UV

조사전 24시간과 15분에마우스귀등쪽피부에도포하고이

후매일UV�조사전 15분에반복도포하였다.�도포는귀등쪽

전면에 얇은 막을 형성할 정도로 시행하였으며 여분의 연고

는가능한제거하였다.�

형성된 멜라닌세포의 감소 효과 실험에서는 멜라닌세포

형성억제실험에서와같은용량을적용하였으며복강내주

사군의경우최종 UV�조사후 30분,�48시간,�96시간및 144시

간에투여하였고,�피부도포군은최종 UV�조사후 15분 및 매

일 1회씩부검시까지도포하였다.

2.4�조직학적관찰

멜라닌세포형성억제실험에서는최종 UV�조사후 24시

간에,�형성된멜라닌세포의감소효과실험에서는최종UV�조

사후 3주및 6주에마우스를경부탈구방법으로희생시켰다.

마우스의양쪽귀를등쪽과배쪽피부로분리한후등쪽의표

피쪽이테이프의접착면을향하도록투명테이프에표피를부

착시켰다.�37�°C�완충 EDTA�용액에서 2시간 동안처리후겹

자로진피부분을제거하여표피를분리한후조직을생리식염

수로 세척한 다음 4�°C�cacodylate�완충포르말린용액에 20분

동안 고정시켰다.�고정 후 0.1%�levodihydroxyphenylalanine

(L-DOPA)용액에 37�°C�에서 1시간,�그리고용액을바꾸어 2시

간을 배양한 후 glycerol로 봉입하여 광학현미경으로 검경하

였다.�현미경 100배 시야에서 눈금이 있는 렌즈로,�세포의 분

포가비교적균일한귀등쪽중간부위에서 2시야를 측정하고

mm2 당세포수로환산하였다.�

2.5�통계분석

모든 성적은 평균 및 표준편차로 표시하였으며,�통계처

리는 Graph�PAD�In�Plot�program(GPIP,�Graph�PAD

software,�USA)을사용하여 Student's�t-test로분석하였다.

3.�결과및고찰

정상대조군에서 표피 mm2 당 약 11-16개의 DOPA�양성

멜라닌세포가 관찰되었으며,�자외선조사에 따라 멜라닌세포

의 세포체가 커지고 가지돌기의 수와 길이도 증가하였으며,

분지의정도도잘발달된양상을보였다.�멜라닌세포형성억

제실험에서는평균치를기준으로복강내주사군에서 16.3%,

피부도포군에서 26.6%(p<0.01)의 효과가관찰되었다[Table�1].

형성된멜라닌세포의감소효과실험에서는평균치를기준으

로 복강 내 주사군의 경우 3주에 24.0%(p<0.01),�6주에

26.0%(p<0.01)의 효과가 관찰되었다.�피부도포군의 경우 3주

에 5.2%,�6주에12.5%(p<0.05)의 효과를 보였다[Table�2].

BZYQT�투여군에서는세포의가지돌기형성도미약하였다.

UV�조사에 대해 멜라닌은 피부보호기능을 수행하지만

멜라닌의 과잉생산은 기미,�주근깨를 형성하고,�피부노화를

촉진하며,�피부암발생에관여하는것으로알려져있다.�기존

의몇가지멜라닌생합성저해제가활성및안전성에문제점

을가지고있어,�세포독성이낮고멜라닌생합성저해활성이

높은천연물유래의멜라닌생합성저해물질의연구가관심의



대상이 되고있다.�현재까지 천연물에서분리된 멜라닌생성

억제 물질로는 감초에서 분리된 formononectin,�glabrene,

glabridin,�glabrol,�누룩곰팡이(Aspergillus�oryzae)의 이차대

사산물인 kojic�acid,�우바우르시엽(Uvae�Ursi�Folium)의

arbutin,�상백피의 oxyresveratrol,�dihydromoriin,�artocarbene,

4-prenyloxyresveratrol�등이 알려져 있으며[19-22],�최근 국내

에서 대극과 식물[23],�전호[24],�홍경천[25],�소목[26],�대잎추

출물[27]�등의추출물에대한연구가보고되었다.�

UVB�조사 후 발생하는 표피 내 멜라닌 세포수의 증가는

활동성 멜라닌세포의 활성화,�멜라닌세포의 분열과 이동,�줄

기세포에서의기원,�표피 내 다른수지상세포에서의변화등

과관련된다고보고되어있다[28,�29].�C57BL/6�마우스에서출

생시체간에존재하던멜라닌세포는생후 12일경 소실되나,

귀,�발바닥,�꼬리 부위에서는 정상적으로 활동성 멜라닌세포

가성년까지남아있다.�귀등쪽표피내멜라닌세포는불균등

분포를하고있으며,�상부변연부는세포수가많은반면하부

기저부로 갈수록 세포수가 감소한다[30,31].�따라서 본 실험

에서는 부위에 따른 세포수의 차이를 감안하여 세포의 분포

가비교적균일한귀등쪽중간부위에서수를측정하였다.�본

실험에서 관찰된 바와 같이 정상적으로 활동성 멜라닌세포

가존재하는귀등쪽표피에서의수적증가는주로기존하는

멜라닌세포의 증가에 기인할 것으로 사료되나,�C57BL/6�마

우스의 체간과 같이 정상적으로 활동성 멜라닌세포가 존재

하지 않는 부위에서도 UV�조사에 의해 양성 멜라닌세포가

증가한다는 보고[32]가 있어,�비활동성 멜라닌세포의 활성화

나 전구세포에서의 기원 등도 배제할 수 없으며,�이와 같은
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Number of DOPA-positive melanocytes 

per mm2 of epidermis (mean ± SD)

15.13 ± 10.32

171.00 ± 27.30

143.08 ± 38.60

14.40 ±  9.45

95.90 ± 13.10

70.42 ± 11.02*

Experimental groups

Normal control

Radiation controla

BZYQTa + radiation + BZYQT

Normal control

Radiation controlb

BZYQTb + radiation + BZYQT

Table 1. Effect of Bu-Zhong-Yi-Qi-Tang (BZYQT) on the Formation of UVB-induced DOPA-positive Epidermal Melanocytes.

The C57BL/6 mice (n=6) were treated with UVB (80 mJ/cm2/day) for 7days, and were sacrificed at 24 hours after last irradiation. 
a: BZYQT (25 mg/kg of body weight) or saline (vehicle) was given i.p. at 12 hours before first irradiation, and 12 hours before each irradiation every

other day.
b: BZYQT cream (0.2% in cream base) or cream base (vehicle) was topically treated at 24 hours and 15 minutes before first irradiation, and 15 minutes

before each irradiation.
*p<0.01 as compared with radiation control group.

Number of DOPA-positive melanocytes per 

mm2 of epidermis (mean ± SD)

3rd week               6th week

11.34 ± 9.14              12.45 ±  8.16

406.50 ± 20.08            327.50 ± 30.96

308.88 ± 29.82* 242.38 ± 23.20*

12.57 ± 9.65             12.44 ±  10.26

344.00 ± 33.75            259.50 ± 11.79

326.00 ±  5.72 227.00 ± 21.37**

Experimental

groups

Normal control

Radiation controla

BZYQTa + radiation + BZYQT

Normal control

Radiation controlb

BZYQTb + radiation + BZYQT

Table 2. Effect of Bu-Zhong-Yi-Qi-Tang (BZYQT) on the Skin Whitening in UVB Irradiated Mice.

The C57BL/6 mice (n=6) were treated with UVB (80 mJ/cm2/day) for 7days, and were sacrificed 3 and 6 weeks after last irradiation. 
a: BZYQT (25 mg/kg of body weight) or saline (vehicle) was given i.p. at 30 minutes, 48, 96 and 144 hours after last irradiation. 
b: BZYQT cream (0.2% in cream base) or cream base (vehicle) was topically treated everyday for 3 and 6 weeks after last irradiation.
*p<0.01 as compared with radiation control group. 
**p<0.05 as compared with radiation control group. 
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복합적요인에대한연구가필요할것으로생각된다.

본 연구에서 UV�조사 전 BZYQT�투여에 의한 멜라닌세

포형성억제는복강내주사군에서평균치의감소효과를나

타냈으며,�피부도포군에서는 유의성 있는 억제 효과가 관찰

되었다.�UV조사에 의해 멜라닌 세포수가 증가된 마우스에

BZYQT를 적용하여 세포수의 감소 유도효과를 확인한 바,

복강 내 투여군에서는 3주 및 6주에,�피부도포군에서는 6주

에 유의성 있는감소효과가 관찰되었다.�본 연구의 결과에서

복강 내 투여군에 비하여 피부도포군의 경우 UV조사 및

BZYQT투여군 공히 상대적으로 낮은 멜라닌세포 수치를 나

타낸것은연고기재의도포에의한물리적차단효과가관계

된 것으로 사료된다.�산화적 스트레스는 활성산소종이나 기

타 유리기의 생성 증가에 의해 유도된다.�UV는 피부에 활성

산소종형성을유도할수있고이활성산소종은멜라닌의생

합성및 DNA�손상을증가시키며,�멜라닌세포의증식을유도

한다.�피부질환의 병인으로 산화적 스트레스의 역할이 보고

되었으며,�항산화제와 같은 유리기 포착제나 발생 억제제가

과색소침착을완화함이알려졌다[33].�따라서본연구의결과

BZYQT의효과는항산화작용[34]에 의한효과로추측되나이

에 대한 추가 연구가 요구된다.�본 연구의 결과는 BZYQT의

멜라닌색소형성억제및형성된멜라닌색소의감소효과에

대한최초의보고로서,�멜라닌 침착방지및피부미백제로서

의 개발 가능성도 제시하였다 이는 BZYQT의 피부 장해 연

구에기초자료가될것이며추후생리활성및유효성분에대

한보다많은연구가계속되어야할것이다.��
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The Effect of Bu-Zhong-Yi-Qi-Tang on Epidermal Melanocytes in Ultraviolet
B-irradiated Mice 

Hae-June Lee, Hwan-Sung Kim*, Young-Jong Park*, Joong-Sun Kim*, Changjong Moon*, Jong-Choon Kim*, Chun-Sik Bae*, Sung-Kee Jo** and Sung-Ho Kim*

Korea Institute of Radiological & Medical Science, *College of Veterinary Medicine, Chonnam National University, **Advanced Radiation Technology Institute,
KAERI

Abstract - We induced the activation of melanocytes in the epidermis of C57BL/6 mice by ultraviolet B (UVB) irradiation and

observed the effect of Bu-Zhong-Yi-Qi-Tang (BZYQT) on the formation, and decrease of UVB-induced epidermal melanocytes.

C57BL/6 mice were irradiated by UVB 80 mJ/cm2 (0.5 mW/sec) daily for 7 days, and BZYQT was intraperitoneally or topically

applied pre- or post-irradiation. For the estimation of change of epidermal melanocytes, light microscopic observation with

dihydroxyphenylalanine (DOPA) stain was performed. Split epidermal sheets prepared from the ear of untreated mice exhibited 11-16

melanocytes/mm2, and one week after UV irradiation, the applied areas show an increased number of strongly DOPA-positive

melanocytes with stout dendrites. But intraperitoneal or topical treatment with BZYQT before each irradiation interrupted UVB-

induced pigmentation and resulted in a marked reduction in the number of epidermal melanocytes as compared to radiation control skin.

The number and size of DOPA-positive epidermal melanocytes were also significantly decreased in intraperitoneally injected or

topically applicated group after irradiation with BZYQT at 3rd and 6th weeks after irradiation. The present study suggests the BZYQT

as inhibitor of UVB-induced pigmentation and depigmenting agent.

Keywords : Ultraviolet B, Melanocyte, Bu-Zhong-Yi-Qi-Tang


