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枇杷葉 에탄올 추출물이 인간 유래 정상 

피부 세포에 미치는 항산화 효과 

박윤희·김종환·최정화·박수연

 동신대학교 한의과대학 안이비인후과학교실

Effects of Eriobotryae Folium as Anti-Oxidant on HaCaT keratinocyte

Yoon Hee Park·Jong-Han Kim·Jeong-Hwa Choi·Soo-Yeon Park

  Objective : The present study designed this study to investigate anti-oxidative effects of EF on HaCaT 

keratinocyte.

  Method : The present study measured the amount of polyphenoics and flavonoids, and also measured the 

levels of catalase, Ascorbate peroxidase (APX), SOD like activities and DPPH free radical scavenging activity. 

Then the effects of SB on viability and prolferation rates, and protective effects against oxidative stress 

induced by chemicals such as hydrogen peroxide and rotenone were also investigated.

  Results and conclusion : EF showed protective effect against cell death of HaCaT keratinocyte induced by 

rotenone and SNP significantly. In conclusion, these results suggest that EF may have anti-oxidantic action 

in human skin and also suggest that EF can be used as anti-aging agent. 

Key words : Eriobotryae Folium, HaCaT keratinocyte

서  론

  최근 의학의 발달로 인한 평균 수명의 연장 및 

출산율의 저하 등으로 전체 인구에서 노인 인구가 

차지하는 비율이 급격히 증가하고 있다. 또한 사회

가 발전하고 경제 수준이 높아지면서 일반인들의 

건강한 피부와 용모에 한 관심은 나날이 높아지

고 있다. 피부의 노화는 비록 질환은 아니지만 변

화된 외모 때문에 스트레스를 받게 되고, 피부를 

젊고 건강한 상태로 유지하는 것은 각자의 심신을 

즐겁게 해줄 수 있기 때문에 신체 및 정신건강에 

활력을 주게된다1-2)
. 이에 따라 한약재가 피부노화

3-4)
 및 미백에 미치는 향에 한 연구5-7)가 이루

어지고 있으며, 피부 연고나 화장품 등의 개발을 
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위한 천연물질의 효과에 한 실험적 연구8)도 활

발하게 진행되고 있다.

  枇杷葉(Eriobotryae Folium)은 장미과에 속한 상

록소교목인 비파나무 의 잎을 건조한 것으로 性은 

微寒하고, 味는 苦하며, 肺와 胃經으로 들어간다. 

淸肺止咳, 降逆止嘔의 효능을 가져 胃熱嘔逆, 煩熱

口渴 등에 사용한다9)
. 또한 枇杷葉에는 

terpenoid
10,11)와 Flavonoid

12)
 등의 유용한 화합물

을 다량 함유하고 있어 항산화, 항염증, 항 HIV, 

항돌연변이 및 항암활성13-15)이 보고 되고 있다. 그

러나 현재 枇杷葉에 관한 한의학적 연구가 미비한 

상태이며 또한 정상 피부 각질세포에 미치는 향

을 직접적으로 확인한 결과는 접할 수가 없었다. 

  이에 본 저자는 枇杷葉이 인간 유래 정상 피부 

각질세포에 한 보호 효과를 확인하기 위하여 직

접적인 항산화 효과의 측정과 병행하여, 총 페놀류

와 총 플라보노이드류 함량을 측정하 다. 또한, 

다양한 Chemical에 의하여 유발되는 산화적 스트

레스로부터 HaCaT keratinocyte를 보호할 수 있

는지 여부를 확인하여 유의한 결과를 얻었기에 보

고하는 바이다.

Ⅱ. 실험 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

  본 실험에서 사용한 枇杷葉 (Eriobotrya 

japonica(Thunb.) Lindl, EF)과 天南星 (Arisaema 

amurense, AA)은 동신 학교 부속 광주한방병원

을 통하여 구입 정선하여 사용하 다. 

2) 시약 및 기기

  실험에 사용된 4,5-dimethy lthiazol-2yl-2, 

5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), α-

α-Diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH), Vit.C 

(ascorbic acid) 등의 시약은 Sigma 제품 (Sigma 

Chemical Co., USA)을 사용하 으며. 측정 기기

로는 Microplate Reader (Bio-rad, USA), UV-Vis 

spectrophotometer (Pharmacia Biotech ultrospec- 

2000) 등을 사용하 다. 

3) 세포주

  인간 유래 정상 피부 각질 세포인 HaCaT 

keratinocyte는 조선 학교 단백질소재연구센터에

서 제공 받아 실험에 사용하 다. 

2. 실험 방법

1) 시료의 추출

  구입된 枇杷葉과 天南星은 50 g에 에탄올 500 

㎖을 가하여 5시간 동안 heating mentle(HANA, 

Korea) 로 80 ℃를 유지하며 에탄올 추출을 시행

하 다. 추출액은 filter paper(NO.1,Advantec) 로 

여과 한 다음, 감압농축기 (EYELA, Japan)를 이용

하여 45 ℃에서 감압 농축하 다. 감압 농축된 용

액을 동결건조기 (삼원, 한국)로 동결 건조시켜 枇

杷葉 3.2 g, 天南星 3.8 g의 최종 산물을 얻었다.

2) 세포 배양

  본 실험에 사용된 세포주는 HaCaT keratinocyte

로 DMEM(Dulbecco's odified Eagle Medium)에 

10 %(v/v) Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco)과 

항생제(Antibiotic antimycotic) 를 첨가한 후 37 

℃, 5 % CO2의 배양기에서 배양하 다. 세포는 

T-75 플라스크의 80 % 정도 자랐을 때 세포의 탈

착을 위하여 PBS(Phosphate Buffered Saline)로 

가볍게 세척한 다음, Trypsin-EDTA (Gibco/BRL) 

을 처리한 후, 37 ℃에서 5 분간 방치하 다가 세

포를 채집하 다. 계  배양은 2~3일에 1회씩 시

행하 다.
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3) 세포 생존율 및 증식율에 미치는 영향 측정

  EF가 세포 생존율 및 증식율에 미치는 향 측

정은 MTT assay
16)를 통해 확인하 다. 간략히 정

리하면, 96 well plate에 3×10
4
 cell/㎖의 농도로 

분주하여 배양기에서 37 ℃, 5 % CO2를 유지하며 

24시간동안 pre -incubation시킨 후 25, 50, 100, 

200, 400, 800 ㎍/㎖의 농도로 약물을 처리하여 

24 시간 배양하 다. 

  그 후 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl- 

2H- tetrazolium bromide (MTT) 를 처리하여 

MTT가 생존 세포의 효소작용에 의해 환원되도록 

4 시간을 배양하 다. 그 후 배양액을 제거하고 

각 well에 생성된 formazan결정을 DMSO 

(Dimethyl sulfoxide) 를 첨가하여 녹인 후 

Microplate Reader (Bio-rad, USA)를 이용하여 

540 ㎚에서 흡광도를 측정하 다. 세포 생존율의 

확인을 위하여 trypan blue 배제 시험법을 시행하

여 MTT 결과와의 상관성을 확인 하 다. 

4) 총 폐놀 함량 측정

  총 페놀함량은 Folin-Denis법에 따라 약간 변형

하여 측정하 다. 추출물 0.1 g에 methanol 10 ㎖

을 가하여 70 ℃에서 30분동안 추출한 후 1 ㎎/㎖

로 만들어서 사용하 다. 검액 50 ㎕에 증류수 

650 ㎕를 넣은 후 Folin-Denis reagent
17)를 50 ㎕ 

가하여 3 분 동안 실온에서 반응시킨다. 반응시킨 

후 10 % Na2CO3 포화용액을  100 ㎕을 첨가하

고, 최종 볼륨을 1 ㎖로 맞추기 위해 증류수 150 

㎕을 넣어 잘 혼합시켰다. 항온수조(water bath, 

비젼, 한국)에서 37 ℃를 유지하면서 1시간 동안 

반응 후 UV-Vis spectrophotometer (Pharmacia 

Biotech ultrospec-2000)를 사용하여 725 nm에서 

흡광도를 측정하 다. Basal level은 시료 용액 

신 methanol 용액을 동일하게 처리한 군으로부터 

얻었으며, 표준곡선은 tannic acid (Sigma Co., 

USA)의 농도를 0~500 ㎍/㎖이 되도록 하고 이로

부터 총 페놀함량을 구하 다.

5) 총 플라보노이드 함량 측정

  총 플라보노이드 함량은 Davis 변법18)에 따라 

추출물 0.1 g을 methanol을 10 ㎖을 가하여 70 

℃에서 30 분 동안 추출 한 후 1 ㎎/㎖로 만들어 

사용하 다.  검액 100 ㎕에 1 ㎖의 diethylene 

glycol을 첨가하고 다시 1N-NaOH 100 ㎕을 넣어 

잘 혼합시켜 37 ℃ water bath에서 1시간 반응시

킨 후 UV-Vis spectrophotometer(Pharmacia 

Biotech ultrospec-2000)를 사용하여 420 ㎚에서 

흡광도를 측정하 다. 공시험은 시료 용액 신 

methanol 용액을 동일하게 처리하 으며, 표준곡

선은 naringin(Sigma Co., USA)의 농도를 0~400 

㎍/㎖이 되도록 하여 작성하고 이로부터 총 플라보

노이드 함량을 구하 다.

6) DPPH radical 소거 활성 측정

  DPPH radical에 한 각 시료의 환원력을 측정

하기 위해 99 % 메탄올에 각 시료를 녹여 농도별

로 희석한 희석액 800 ㎕와 메탄올에 녹인 0.15 

mM DPPH 용액 200 ㎕를 가하여 실온에 30분 

방치한 후 517 ㎚에서 흡광도를 측정하 다. 각 

시료 추출물의 유리라디칼 소거 활성은 시료를 첨

가하지 않은 조군의 흡광도를 1/2로 환원시키는

데 필요한 시료의 농도인 RC50 값으로 나타내었다. 

이때 활성비교를 위하여 butylated hydroxyanisole 

(BHA)과 ascorbic acid를 사용하 으며 시료농도

의 1/10이 되도록 첨가하여 같은 방법으로 항산화 

효과를 측정하 다.

7) SOD-like activity 측정

  Superoxide dismutase 유사활성 평가는 

superoxide와 반응하여 갈변물질을 만드는 

pyrogallol의 자동산화를 측정하는 방법인 

Marklund와 Marklund법19)을 변형하여 측정하
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다. 간략히 정리하면, 일정농도의 시료 0.2 ㎖에 

pH 8.5 로 보정한 tris-HCl buffer (50mM tris 

hydroxymethyl〕amino-methane+10mM EDTA, 

pH 8.5) 2.6 ㎖와 7.2 mM pyrogallol 0.2 ㎖을 

첨가하여 25 ℃에서 10 분간 반응 시킨 후 1N 

HCl 0.1 ㎖을 가하여 반응을 정지시켰다. 반응액 

중 산화된 pyrogallol의 양은 420 ㎚에서 흡광도를 

측정하 다. SOD 유사활성을 계산한 공식은 다음

과 같다.

1 -
시료 첨가군의 흡광도

× 100
시료 비첨가군의 흡광도

8) 항산화 효소의 활성 측정을 위한 효소액 조제

  EF를 extraction buffer (50mM phosphate 

buffer, pH 7.0; 1% Tritox X-100; 1% PVP-40)

에 1:4의 비율로 혼합한 후 균질화 시키고 12,000 

rpm에서 20 분 동안 원심분리한 다음 상층액을 

취하여 항산화 활성 측정에 사용하 다. 단백질 정

량은 BSA(Bovine serum albumin)를 표준물질로 

사용하여 Bradford
20)

 방법에 따라 측정하 다.

9) Catalase (CAT) 활성 측정

  catalase활성은 Aebi 방법21)에 의하여 측정하

다. 50 mM potassium phosphate (pH 7.0)에 10 

mM H2O2 와 반응 효소액을 가하 다. 240 ㎚에

서 2 분간의 흡광도 변화를 관찰하고 1 분 동안에 

1 mM의  H2O2를 분해하는 효소의 양을 1 unit으

로 하 다.

10) Ascorbate peroxidase (APX)활성 측정

  APX 활성의 측정은 Nacano and Asada의 방

법22)에 의해 측정하 다. 

  전체 반응액 1 ㎖에 50 mM potassium 

phosphate (pH 7.0), 0.5 mM ascorbate, 0.1 

mM H2O2, 0.1 mM EDTA 및 효소액을 가하여 

37 °C에서 5 분 간 반응한 후 290 ㎚에서 2 분간 

흡광도의 변화를 측정하 다. 

11) 4종 산화적 스트레스 요인에 의한 세포 손

상 보호 효과 측정

  4 종 산화적 스트레스 요인에 의한 세포 손상 

보호효과는 MTT법23)을 변형하여 측정하 다. 먼

저 HaCaT keratinocyte를 96-well plate에 well 

당 5×10
4개씩 분주한 후, 37 ℃, 5 % CO2가 공여

되는 환경에 4 시간 동안 방치하여 부착을 시행하

다. 세포의 부착이 끝난 후, EF를 처리하고 37 

℃, 5 % CO2가 공여되는 환경에 24 시간 동안 

방치하 다. 24 시간의 배양이 끝난 후, 산화적 스

트레스를 유발하여 세포 생존율을 감소시키는 것

으로 알려져 있는 1 0 0 0  mM의 과산화수소 

(hydrogen peroxide,  H2 O2 ) ,  1.25 mM의 

rotenone, 500 mM의 paraquat, 40 mM의 

sodium nitroprusside(SNP)를 각각 처리하고 37 

℃, 5 % CO2가 공여되는 환경에 24 시간 동안 

방치하 다. 24 시간 동안의 배양이 끝난 후, 배양

액을 제거하고 각 well에 생성된 formazan결정을 

Fig. 1. Experimental schedule for protective effects 

of EF against oxidative stress induced by 

chemicals in HaCaT keratinocytes. 

  5x104 cells for well were seeded into 96-well plate 

and incubated at 37℃ for 4h, After incubation, 

indicated concentration of EF was added and 

re-incubated for 24h. After incubation, Cells were 

washed with PBS and added with hydrogen 

peroxide, rotenone, paraquat, and SNP, then 

incubated for 24h. After 24h, Cells were washed 

and added with DMSO and incubated for 4h. 

Finally, Optical Densities(OD) were measured using 

micro-plate reader at 540 nm.
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DMSO를 첨가하여 녹인 후 Microplate Reader 

(Bio-rad, USA)를 이용하여 540 ㎚에서 흡광도를 

측정하 다. 자세한 실험 과정을 Fig. 1에 제시하

다.

3. 통계 처리

  본 연구의 통계처리는 SPSS 10.0 for windows 

program을 사용하여 실시하 으며, Student- 

Newman-Keuls multiple range test를 이용하여 

P값이 0.05 미만 일 때 유의성이 있는 것으로 판

단하 다. 

Ⅲ. 실험 성적

1. 세포 생존율에 미치는 영향

  HaCaT keratinocyte에 농도별로 EF를 투여하고 

24시간 후, 세포 생존율을 측정한 결과 200 ㎍/㎖ 

이상에서 세포 독성이 나타났다. 200, 400, 800 

㎍/㎖에서 세포 생존율은 각각 93.7±3.1, 

62.6±5.2, 52.1±5.1 % 다(Fig. 2).
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Fig. 2. Effects of EF on cell viability of HaCaT 

keratinocytes in vitro. 
  HaCaT keratinocyte were attached 96-well plate, 

and added EF as indicated concentrations 

respectively. After 24 hr incubation, cell viabilities 

were measured using MTT methods. Result are 

presented as mean±SD. **P < 0.01, ***P< 0.001 vs. 

non-treated Control. (n=6)

2. 세포 증식율에 미치는 영향 

  HaCaT keratinocyte에 농도별로 EF를 투여하고 

24시간 후, 세포 증식율을 측정한 결과 50, 100 

㎍/㎖에서 유의한 증식율의 증가가 관찰되었으며, 

400 ㎍/㎖에서 유의한 증식율의 감소가 관찰되었

다. 50, 100 ㎍/㎖의 EF를 처리했을 때의 세포 증

식율은 각각 108.0±2.3, 115.1±8.1 % 다 (Fig. 

3)
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Fig. 3. Effects of EF on proliferation rates of HaCaT 

keratinocytes in vitro. 
  HaCaT keratinocyte were attached 96-well plate, and 

added EF as indicated concentrations respectively. 

After 24 hr incubation, proliferation rates were 

measured using MTT methods. Result are presented 

as mean±SD. *P < 0.05, ##P < 0.01 vs. non-treated 

Control. (n=6)

3. 총 페놀류 함량

  EF가 함유하고 있는 페놀류 화합물의 총량을 측

정한 결과 96.8±1.8 ㎍/㎖로 나타났다. 총 폐놀류 

함유량 비교를 위하여 天南星 (Arisaema 

amurense. AA)을 상으로 동일한 측정을 시행한 

결과 48.5±2.5 ㎍/㎖로 EF의 절반 수준 이하로 나

타났다(Fig. 4)
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Fig. 4. Amount of total phenolics of EF.

  Eriobotryae Folium (EF) was extracted and re-diluted 

with methanol. Amount of total phenolics of two 

plants were measured using Folin-Denis methods. 

AR : Arisaematis Rhizoma, EF: Eriobotryae Folium. 

Result are presented as mean±SD (n=3).

4. 총 플라보노이드류 함량

  EF가 함유하고 있는 플라보노이드류 화합물의 

총량을 측정한 결과 53.2±1.6 ㎍/㎖로 나타났다. 

총 플라보노이드류 함유량 비교를 위하여 AA를 

상으로 동일한 측정을 시행한 결과 7.4±1.8 ㎍/

㎖로 EF의 1/7 수준 이하로 나타났다(Fig. 5).

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

AA E J

To
ta

l f
la

vo
no

id
s(

㎍
/m

l)

Fig. 5. Amount of total flavonoids of EF. 

  Eriobotryae Folium (EF) was extracted and re-diluted 

with methanol. Amount of total flavonoids of two 

plants were measured using Davis methods. AR : 

Arisaematis Rhizoma, EF: Eriobotryae Folium. Result 

are presented as mean±SD (n=3).

5. DPPH 라디칼 소거 활성

  EF의 농도별 DPPH 자유 라디칼 소거 활성을 

측정하 다. 그 결과 농도에 비례하여 DPPH 자

유 라디칼 소거능이 증가함이 관찰되었다. 200 ㎍/

㎖ 이상의 농도에서는 양성 조군으로 사용한 

Vit. C와 거의 같은 수준의 DPPH 자유 라디칼 

소거능을 보 다. 산화 방지제로 사용되는 

Butylated Hydroxy Toluene (BHT)은 50 ㎍/㎖ 

이하에서 EF와 유사한 수준의 활성을 보 으나, 

100 ㎍/㎖ 이상에서는 EF에 비하여 낮은 활성을 

보 다. The half maximal (50%) inhibitory 

concentration (IC50)은 80.6 ㎍/㎖이었다(Fig. 6).
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Fig. 6. DPPH free radical scavenging activity of 

EF at various concentration. 

  EF were incubated with DPPH solution at 37℃ for 

30 min. Activities were determined by measurement 

of absorbance at 517 ㎚. Vit. C : ascorbic acid 

group, BHT : Butylated Hydroxy Toluene group. 

EF: Eriobotryae Folium.

6. SOD-like activity

  EF의 농도별 SOD-like activity 활성을 측정하

다. 양성 조군으로 사용한 Vit. C는 농도 의존

적인 SOD-like activity 활성 증가가 관찰되었지

만, EF에서는 특별한 활성이 관찰되지 않았다 

(Fig. 7).
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Fig. 7. SOD-like activity of EF at various 

concentration. 

  SOD-like activities were measured using Marklund 

and Marklund methods. Vit. C : ascorbic acid 

group, EF: Eriobotryae Folium. The present data 

were expressed mean±SD (n=6).

7. Catalase (CAT) 활성 

  과산화수소를 분해, 제거하는 기능을 가진 

Catalase 활성을 측정하 다. 그 결과 6.3±0.2 

U/mg protein/min의 분해속도를 보여 0.7±0.1 

U/mg protein/min의 속도를 보인 AA 보다 9 배 

이상 빠른 활성을 보 다(Fig. 8).
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Fig. 8. Catalase activity of EF. 

  Catalase activities were measured using Aebi's 

methods. AR : Arisaematis Rhizoma, EF: Eriobotryae 

Folium. The present data were expressed mean±SD

(n=3).

8. Ascorbate peroxidase (APX) 활성

  세포 내에서 활성 산소 제거에 중요한 역할을 

하는 Ascorbate peroxidase (APX) 활성을 측정하

다. 그 결과 21.2±4.6 U/mg protein/min의 분

해속도를 보여 0.8±0.1 U/mg protein/min의 속도

를 보인 천남성보다 20 배 이상 빠른 활성을 보

다(Fig. 9).
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Fig. 9. APX activity of EJ. 

  Ascorbate peroxidase (APX)  activities were 

measured using Nacano and Asada methods. AR : 

Arisaematis Rhizoma, EF: Eriobotryae Folium. The 

present data were expressed mean±SD (n=3).
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Fig. 10. Protective effects of EF against oxidative 

stress induced by hydrogen peroxide in 

HaCaT keratinoctye. 

  Protective effects of EF against oxidative stress 

induced by hydrogen peroxide were measured 

using MTT method. 5x104 cells were attached in 

96-well plate, then EF was treated for 24hr. After 

treatment, H2O2 was treated for 24hr. After 24hr 

incubation, OD was measured at 510 nm. Naive : 

non-treated control group, EF: Eriobotryae Folium 

treated group, H2O2 : hydrogen peroxide treated 

group, EF+H2O2 : EF pre-treated and hydrogen 

peroxide treated group. The present data were 

expressed mean±SD. ###P < 0.001 vs. non-treated 

Control (naive) group. (n=6).
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9. 과산화수소에 의해 발생하는 산화적 스트레스

에 대한 보호 효과

  과산화수소 처리군의 세포 생존율은 54.1±5.8 

%를 보 고, EF 전처리 후, 과산화수소를 처리한 

군의 세포 생존율에서는 특별한 차이를 발견할 수 

없었다(Fig. 10).

10. Rotenone에 의해 발생하는 산화적 스트레스

에 대한 보호 효과

  rotenone 처리군의 세포 생존율은 63.5±5.2 %, 

EF 전처리 후, rotenone을 처리한 군의 세포 생존

율은 92.9±5.6 %를 보여 유의한 세포 생존율 감

소 억제 효과를 보 다(Fig. 11).
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Fig. 11. Protective effects of EF against oxidative 

stress induced by rotenone in HaCaT 

keratinoctye. 

  Protective effects of EF against oxidative stress 

induced by rotenone were measured using MTT 

method. 5x104 cells were attached in 96-well plate, 

then EF was treated for 24hr. After treatment, 

rotenone was treated for 24hr. After 24hr 

incubation, OD was measured at 510 nm. Naive : 

non-treated control group, EF: Eriobotryae Folium 

treated group Rotenone : rotenone treated group, 

EF+Rotenone : EF pre-treated and rotenone treated 

group. The present data were expressed 

mean±SD. *P < 0.05 vs. rotenone group, ###P < 

0.001 vs. non-treated Control (naive) group. (n=6).

11. Paraquat에 의해 발생하는 산화적 스트레스

에 대한 보호 효과

  paraquat 처리군의 세포 생존율은 72.3±4.1 %

를 보 고, EF 전처리 후, paraquat를 처리한 군

에서 특별한 생존율의 변화는 관찰되지 않았다

(Fig. 12).
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Fig. 12. Protective effects of EF against oxidative 

stress induced by paraquat in HaCaT 

keratinoctye. 

  Protective effects of EF against oxidative stress 

induced by paraquat were measured using MTT 

method. 5x104 cells were attached in 96-well plate, 

then EF was treated for 24hr. After treatment, 

paraquat was treated for 24hr. After 24hr 

incubation, OD was measured at 510 nm. Naive : 

non-treated control group, EF: Eriobotrya Folium 

treated group Paraquat : paraquat treated group, 

EF+paraquat : EF pre-treated and paraquat treated 

group. The present data were expressed 

mean±SD. ##P < 0.01 vs. non-treated Control 

(naive) group. (n=6).

12. Sodium nitroprusside (SNP)에 의해 발생하는 

산화적 스트레스에 대한 보호 효과

  SNP 처리군의 세포 생존율은 70.5±4.0 %를 보

고, EF 전처리 후, 세포 생존율은 93.4±11.7 %

를 보여 유의한 세포 생존율 감소 억제 효과를 보

다(Fig. 13).
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Fig. 13. Protective effects of EF against oxidative 

stress induced by SNP in HaCaT 

keratinoctye.

  Protective effects of EF against oxidative stress 

induced by SNP were measured using MTT method. 

5x104 cells were attached in 96-well plate, then EF 

was treated for 24hr. After treatment, SNP was 

treated for 24hr. After 24hr incubation, OD was 

measured at 510 nm. Naive : non-treated control 

group, EF: Eriobotrya Folium treated group SNP : 

SNP treated group, EF+SNP : EF pre-treated and 

SNP treated group. The present data were 

expressed mean±SD. *P < 0.05 vs. SNP group, ##P 

< 0.01 vs. non-treated Control (naive) group. (n=6).

Ⅳ. 고찰

  최근 소득 증가로 인한 생활수준의 향상으로 인

해 생체방어, 질병의 방지 및 회복, 노화억제 등의 

건강 기능성 측면에 한 관심이 한층 더 증가되

고 있다. 인간의 각종 질병 중 생활습관에서 유래

하는 부분의 질병은 생체내에서 산화적 스트레

스에 의해 끊임없이 생산되는 활성 산소 종에 기

인하는 것으로 알려져 있는데 superoxide, nitric 

oxide, nitrogen dioxide, hydroxyl 및 peroxy 

nitrite 등과 같은 활성 산소 종들은 인간의 사

과정 중에 끊임없이 발생되어 노화 및 관련 질병

의 주요 인자로 작용하고 있다24)
.

  노화는 시간에 따라 구조적, 기능적, 생화학적으

로 쇠퇴가 일어나는 현상으로, 노화의 과정이 육안

으로 확연하게 드러나는 곳은 피부와 모발이라고 

할 수 있다. 노화가 일어나면 표피에서는 표피세포

의 교체시간이 연장되고, 표피와 진피사이의 접착

면적이 감소하며, 표피가 위축되고 각질세포의 수

직높이는 감소하면서 표피 표면적이 증가한다25)
. 

이러한 노화로 인한 피부변화에 한 개선을 원하

는 수요가 늘어나 피부노화는 의학계와 피부미용

학계의 주된 연구분야로 두되었다.

  비파에 관한 현 적인 연구로는 이26)등이 비파

잎 중의  Triterpenoid와 Ursolic acid 성분을 분

리․동정하여 그 항암효과를 연구하 으며, 장27)등과 

심28)
 등은 濕痰에 한 枇杷葉 활용과 비파 부위

별 화학성분에 관해 연구하 고, Shimizu
29)등 과 

Tommasi
30)등 이 枇杷葉의 항염효과 및 sesquiterpene 

glycoside 등의 일부 생리활성에 관한 보고가 있

다. 배31)등은 비파 부위별 용매추출물의 항균 및 

항산화 활성에 관한 연구를 시행하 다.

  ⟪素問․痿論⟫32)에서는 “肺主身之皮毛……脾主身

之肌肉”이라 하여 皮膚肌肉은 肺脾와 밀접한 관련

이 있음을 논하 다. 또한 皮膚病의 原因과 轉變에 

해 《諸病源候論》33)에서도 “內熱則脾氣溫 脾氣

溫則肌肉生熱也 濕熱相搏 故頭面身體皆生瘡”이라 

하여 瘡腫의 발생 기전에 하여 언급하 다. ⟪
靈樞․大惑論篇⟫32)에서는 “此人腸胃大而皮膚濕 而分

肉不解焉 腸胃大則衛氣留久 皮膚濕則分肉不解”라 

하여 皮膚疾患과 腸胃가 밀접한 관계가 있음을 설

명하 다. 이처럼 피부는 한의학적으로 肺와 胃기

능과 밀접하게 연관된 정체적 개념으로 인식하

다. 《食療本草》34) 에서는 “煮汁飮之, 止渴, 治肺

氣熱嗽及肺風瘡, 胸・面上瘡” 이라하여 피부질환에 

枇杷葉 끓인 즙을 이용하 다.

  枇杷葉(Eriobotryae Folium)은 장미과(薔薇科 ; 

Rosaceae)에 속한 상록소교목인 비파나무 (Eriobotrya 

japonica(Thunb.) Lindl.)의 잎을 건조한 것으로 

性은 微寒하고, 味는 苦하며, 肺와 胃經으로 들어

간다. 淸肺止咳, 降逆止嘔의 효능을 가져 胃熱嘔逆, 
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煩熱口渴 등에 사용 한다9)
. 상기 내용으로 보아 

枇杷는 肺, 胃經으로 入하므로 피부와의 연관성을 

갖는다 유추할 수 있으며 terpenoid와 Flavonoid 

등의 유용한 화합물을 다량 함유하고 있어 항산화, 

항염증에 효과적이므로 인간 유래 정상 피부 각질

세포에 한 보호 효과가 있을 것이라는 가정 하

에 본 실험을 진행하 다.

  활성 산소(reactive oxygen species, ROS)란 산

소라디칼(oxigen free radical)을 포함하여 이로부

터 파생된 다양한 산소화합물을 통칭하는 것으로, 

활성 산소들은 모두 반응성이 매우 높은 특징을 

가지고 있다35)
. 활성 산소는 인체의 생명 유지 과

정에서 필연적으로 발생하는 물질로, 사용되는 산

소량의 2 ~ 3%가 활성 산소로 전환 된다36,37)
.  

이렇게 생성된 활성 산소는 생체 내에서 산화적 

스트레스 (oxidative stress)를 유발하기 때문에 적

절한 과정을 통하여 제거되어야 한다38)
. 만약 생성

된 활성 산소를 적절한 과정을 통하여 제거하지 

못한다면 그 세포 또는 조직은 산화적 스트레스에 

의하여 손상을 입게 되고 결국 사멸하게 된다39)
.

  최근 들어 각종 성인병과 노화의 원인이 활성 

산소라는 사실이 밝혀짐에 따라 활성 산소의 생성

을 억제하거나, 사에 의하여 생성되는 활성 산소

를 효율적으로 제거 할 수 있는 약물에 한 연구

가 활발히 진행되고 있다40,41)
. 

  이에 본 저자는 인체의 피부 조직에서 항산화 

효과를 발휘하여 피부 세포의 사멸 또는 노화를 

방지할 수 있다고 생각되는 枇杷葉에 관한 연구를 

진행하 다. 본 연구에 사용한 정상 피부 각질 세

포인 HaCaT keratinocyte는 피부 미백, 피부 재생 

등과 관련된 많은 실험에서 비교적 널리 사용되고 

있는 세포주이다42)
. 

  본 연구의 결과에서 EF는 HaCaT keratinocyte

에 하여 200 ㎍/㎖이상에서 유의한 세포독성을 

나타냈으며, 100 ㎍/㎖ 이하에서는 특이한 세포독

성을 나타내지 않았다(Fig. 2). 시험관 내에서와 달

리 일반적인 생체 내에서는 천연물 농도 200 ㎍/

㎖에 해당하는 농도를 24시간 동안 유지하기는 힘

들다는 것을 감안 할 때, 본 실험 결과를 통하여 

EF는 생체 내에서 특이한 세포 독성을 보이지는 

않을 것이라는 사실을 유추할 수 있었다. 또한, 추

후 진행될 실험에서는 전혀 세포독성을 유발하지 

않는 농도인 100 ㎍/㎖을 사용하기로 하 다.

  EF가 가질 수 있는 세포 독성을 확인한 다음, 

EF가 HaCaT keratinocyte의 증식율에 미치는 

향을 관찰하 다. 본 연구의 결과에서 50 ~ 100 

㎍/㎖ 농도의 EF를 투여하 을 때, 유의한 수준으

로 HaCaT keratinocyte의 증식율이 증가하 다

(Fig. 3). 이러한 결과와 세포 생존율에 미치는 

향에 한 결과는 거의 일치하 고, EF는 HaCaT 

keratinocyte에서 비교적 농도에 민감하게 반응하

는 것을 알 수 있었다. 또한, 최저 50 ㎍/㎖ 농도 

이상에서 유의한 증식율 증가를 보인 것으로부터 

피부 재생 및 각종 손상으로부터 회복시키는데 활

용될 수 있는 가능성을 발견하 다. 

  폴리페놀계(polyphenolics) 물질들은 식물체에 

특수한 색을 띄게 하고 산화 환원 반응을 포함한 

각종 반응에서 기질로 작용하며, 한 분자 내에 2개 

이상의 phenolic hydroxyl (OH)기를 가진 방향족 

화합물을 가리킨다. 이들은 항산화, 항암 등의 다

양한 생리활성을 가진다43,44)
. 플라보노이드

(flavonoid)는 음식물에 널리 분포하는 황색 계통

의 색소로 페닐(phenyl)기 2 개가 C3 사슬에 결합

한 탄소골격구조로 되어 있으며, 항균, 항암, 항바

이러스, 항알레르기 및 항염증 활성이 있고, 생체 

내에서 항산화작용이 있는 것으로 알려져 있다
45,46)

.

  본 연구의 결과에서 EF는 비교를 위하여 제시한 

天南星(Arisaema amurense, AA)의 2배 이상으로 

페놀류 함량이 높았으며(Fig. 3). 플라보노이드 류 

또한 7배 이상 함유하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 

4)
47,48)

. 이러한 결과는 EF가 항산화 효과를 통하여 
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생체 내에서 산화적 스트레스에 의하여 발생하는 

각종 질병을 예방해 줄 수 있음을 암시 한다. 

  BHT(Butylated Hydroxy Toluene)는 산화 방지 

목적으로 사용되는 고전적인 항산화제이며, 

Vitamin C(ascrobic acid)는 가장 잘 알려진 항산

화제이다49)
. DPPH(1, 1- diphenyl-2-picryl 

hydrozyl) free radical 소거능은 전자 공여능 측정

을 통하여 항산화능을 측정하는 기초적인 방법이

다. 본 연구에서 DPPH free radical 소거능을 측

정한 결과 농도에 비례하여 DPPH 자유 라디칼 

소거능이 증가함이 관찰되었다(Fig. 6). 200 ㎍/㎖ 

이상의 농도에서 Vit. C와 거의 같은 수준의 

DPPH 자유 라디칼 소거능을 보 으며, Butylated 

Hydroxy Toluene (BHT)은 100 ㎍/㎖ 이상에서 

EF에 비하여 낮은 활성을 보 다. The half 

maximal(50 %) inhibitory concentration (IC50)이 

80.6 ㎍/㎖으로 계산되었다. 이는 유의한 증식율의 

증가를 보이면서 세포독성을 나타내지 않은 유효 

범위 (50 ～100 ㎍/㎖) 내의 값으로 실제 생체에 

적용 가능한 농도에서 항산화 효과를 발휘할 수 

있는 것으로 해석된다.

  생채 내 표적 항산화 효소중의 하나인 

superoxide dismutase(SOD)는 세포에 해로운 환

원 산소(superoxide)를 과산화수소 (hydrogen 

peroxide, H2O2)로 전환시키는 반응을 촉매하는 

효소이다50)
. 

  SOD는 30KDa 이상의 분자량을 가진 단백질 

물질로 세포막을 통과하지 못한다. 따라서 SOD와 

유사한 활성을 가지면서 SOD의 단점을 보완할 수 

있는 SOD 유사활성 물질을 찾는 연구가 활발히 

진행되고 있다51)
. 본 연구의 결과에서 EF는 특별

한 SOD 유사 활성을 나타내지는 못하 다(Fig. 

7).

  Catalase(CAT)는 과산화수소가 분해되어 물과 

산소가 만들어지는 반응을 촉매하는 효소로 주로 

간 (liver) 조직에 다량으로 존재한다. 또한, 적혈구

나 신장에 다량 함유되어 있다52,53)
. CAT는 간의 

해독작용, 혈액 내 산화 물질에 한 완충작용, 신

장의 독성 물질로부터 발생하는 산화적 스트레스

로부터 신장 조직을 보호하는 작용 등을 가진다54)
. 

CAT에 의하여 일어나는 산화, 환원 반응은 다음

과 같은 식으로 표현된다.

2H2O2 → 2H2O + O2

  본 연구의 결과에서 EF는 비교를 위하여 제시한 

AA보다 9배 이상의 CAT 활성을 보 다 (Fig. 8). 

이러한 결과는 EF가 생체 내에서 직접적으로 활성 

산소를 제거할 수 있는 능력이 있는 것으로 해석

되며, 간의 해독작용, 혈액 내 산화 물질에 한 

완충작용, 신장의 독성 물질로부터 발생하는 산화

적 스트레스로부터 신장 조직을 보호하는 작용 등

에 한 근거자료가 될 수 있다.

  식물체에서 APX는 세포질과 엽록체에서 작용하

는 가장 중요한 활성 산소 제거제의 역할을 한다. 

이들은 환원용 기질로 ascorbic acid (Vit. C)를 

이용하며 지질의 과산화 과정에서 중요한 역할을 

한다고 밝혀졌다55)
. Vit. C는 생체 내에서 

ascorbic acid 및 Dehydroascorbate (DHA) 형태

로 존재하며, 산화적 스트레스에 한 방어체계를 

형성한다56)
. APX는 ascorbic acid를 DHA 형태로 

산화시키면서 항산화 작용에 관여한다. 생체 내 

APX의 산화, 환원 반응은 다음과 같은 공식으로 

표시할 수 있다. 

Ascorbate + Hydrogen peroxide → 

Dehydroascorbate + Water

C6H8O6 + H2O2 → C6H6O6 + 2H2O

  본 연구 결과에서 EF의 APX 활성은 21.2 

U/mg protein/min 으로 비교를 위하여 제시한 天

南星보다 20배 이상 빠른 속도를 보 다(Fig. 9). 
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이러한 결과로부터 EF가 Vit. C와 관련한 항산화 

반응을 증강 시킬 수 있음을 유추할 수 있으며, 

추후 Vit. C와의 복합투여와 관련한 후속 연구를 

통하여 이러한 결과를 재확인해야할 필요성이 있

다고 생각한다. 

  상기한 결과들에서 EF가 직접적으로 자유 라디

칼을 제거할 수 있고, 항산화 효소계 유사 기능을 

가짐을 알 수 있었다. 따라서, 이러한 항산화 효과

가 HaCaT keratinocyte에도 적용되는지 관찰하기 

위하여 산화적 스트레스를 유발한다고 알려져 있

는 과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2), 

rotenone, paraquat 그리고 sodium nitroprusside 

(SNP)에 의하여 발생하는 산화적 스트레스에 의하

여 유발되는 HaCaT keratinocyte의 사멸을 EF가 

방지할 수 있는지 살펴보았다. 

  과산화수소는 산소를 이용한 세포 내 호흡과정

에서 정상적으로 생성되는 물질이며57)
, 다양한 세

포 실험에서 산화적 스트레스를 생성하는 자극원

으로 사용된다58)
. Rotenone은 농약, 살충제 용도

로 사용되며, 생체 내의 각종 세포에 산화적 손상

을 일으켜 결국 apoptosis에 이르게하는 작용이 알

려져 있다59,60)
. Paraquat는 그라목손(Gramoxone)

이라는 이름으로 잘 알려져 있는 제초제로 실험실

에서는 주로 각종 중독 작용, 산화적 스트레스에 

의한 세포 손상을 일으키는 chemical로 사용된다
61,62)

. Sodium nitroprusside (SNP)는 생체 내에서 

nitric oxide (NO)를 발생시킨다63)
. 실험실에서 

NO 역시 세포에 한 산화적 스트레스 자극원으

로 활용된다64)
. 

  본 연구의 결과에서 상기한 네 가지 chemical들

은 모두 HaCaT keratinocyte의 생존율을 유의한 

수준으로 감소시켰다(Fig. 10,11,12,13). 이러한 생

존율 감소에 하여 EF의 보호효과를 관찰한 결과 

rotenone 및 SNP에 의하여 유발되는 세포 사멸을 

EF가 효과적으로 방지하는 것으로 나타났다(Fig. 

11. 13). 

  비록 과산화수소나 paraquat에 의한 세포사멸을 

효과적으로 억제하지는 못하 지만, 상기 결과는 

EF의 항산화 효과가 정상 피부 각질 세포에서도 

관찰되는 것으로 해석되며, 추후 후속연구를 통하

여 EF가 항산화 효소계에 속하는 어떤 효소 또는 

어떤 기전에 관여하는지 등을 포함한 명확한 기전

을 연구해야 할 것으로 생각된다. 

Ⅴ. 결 론 

1. HaCaT keratinocyte에 하여 100 ㎍/㎖ 이하

에서는 특별한 세포 독성을 나타내지 않았다. 

2. HaCaT keratinocyte에 하여 50 ㎍/㎖ 및 

100 ㎍/㎖ 농도에서 유의한 수준의 세포 증식

율 증가 효과를 나타냈다. 

3. 총 페놀류 함량을 측정한 결과 96.8±1.8 ㎍/㎖

로 나타났고 총 플라보노이드 함량을 측정한 

결과 53.2±1.6 ㎍/㎖로 나타났다. 

4. DPPH 라디칼 소거 활성을 측정한 결과 농도

에 비례하여 DPPH 자유 라디칼 소거능이 증

가하 다.

5. 농도별 SOD-like activity 활성을 측정한 결과 

특별한 SOD-like activity 활성은 관찰되지 않

았다.

6. Catalase 활성을 측정을 측정한 결과 6.3±0.2 

U/mg protein/min의 분해속도를 보 고 

Ascorbate peroxidase (APX) 활성을 측정을 

측정한 결과 21.2±4.6 U/mg protein/min의 

ascorbic acid 분해속도를 보 다.

7. HaCaT keratinocyte에 하여 rotenone, SNP

에 의해 발생하는 산화적 스트레스에 한 보

호 효과를 측정한 결과 유의한 수준으로 

rotenone, SNP에 의한 세포 사멸을 방지하

다.
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8. HaCaT keratinocyte에 하여 paraquat, 과산

화수소에 의해 발생하는 산화적 스트레스에 

한 보호 효과를 측정한 결과 세포 생존율에 특

별한 향을 미치지 못하 다. 
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