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찔레 추출물의 B16 세포 멜라닌 형성 억제
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Abstract - In the present study, the effect of ethanol extracts of leaf and root of Rosa multiflora on the proliferation of 
B16 cells, tyrosinase activity and melanin synthesis were investigated. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide(MTT) assay demonstrated that the cell viability upon treatment with Rosa multiflora extract(0-200 
μg/ml) was similar to that of untreated control. Treatment with leaf or root extracts(200 μg/ml) decreased the in vitro 
tyrosinase activity to about 65% of that in untreated control. Similarly, the intracellular tyrosinase activity of B16 cells 
decreased in a concentration-dependent manner. Furthermore, the melanin synthesis of B16 cells decreased by the two 
extracts in a concentration dependent manner. However, the extracts did not change the level of tyrosinase mRNA, as 
determined by RT-PCR. These results demonstrated that the Rosa multiflora extracts inhibit the tyrosinase dependent 
melanin biosynthesis, and therefore, are candidates for skin-whitening agents. 
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서  언

멜라닌은 인체 피부에 존재하며 자외선에 대항하는 기능

이 있어 세포를 보호하는 작용을 한다. 체내 외적인 요인에 

의해 멜라닌 생성이 증가되어 다량의 멜라닌이 각질형성세

포에 전달되고 피부 상피층에 축적되어 과색소침착 현상이 

나타나며 이러한 멜라닌의 과잉생산은 인체에 기미, 주근

깨를 형성하고 피부노화를 촉진하며 피부암의 유발에 관여

하는 것으로 알려져 있다(Kim et al., 2009). 

피부에서의 색소침착 방지에 대한 연구는 주로 멜라닌 

합성의 주효소인 티로시나아제(tyrosinase) 활성을 조절하

기 위하여 티로시나아제 합성 저해물질이나 티로시나아제

의 기질에 대한 길항물질을 개발하는 방향으로 연구되어왔

다(McEwan and Parsons, 1987; Hwang et al., 2006). 

최근 생활수준의 향상과 평균 수명이 연장됨에 따라 피부 

미용에 대한 관심이 증가되고 있다. 특히 환경오염에 따른 

피부의 자외선 노출 증가로 인해 피부의 광노화 증가는 피

부미백에 대한 관심을 더욱 증폭시키고 있다. 현재 과도한 

색소 침착을 개선하기 위해 kojic acid, hydroquinone, 

sulfure, azelaic acid 및 retinoic acid 와 같은 의약품 등

이 사용되고 있으나 hydroquinone과 retinoic acid 이외

에는 뚜렷한 임상적 치료효과를 나타내지 못하고 있다

(Jang and Roh, 2004). 

화학적 미백소재는 임상 실험 등을 통해 알레르기 반응

과 같은 거부 반응, 지속적이지 못한 미백효과 등의 부작용

이 일어나고 있어 피부에 친화적이고 안정적인 미백소재를 

발견하고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있다. 특히 

중국산 서장채국화, 홍경천, 장청과는 화학 미백소재
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보다 효과가 뛰어나다고 알려져 있다. 그 외에도 한약재로 

사용하고 있는 백삼, 홍삼, 울금, 인진쑥, 빈랑자, 영지

버섯(Ganoderma lucidum)과 연어색젖버섯(Lactarius 

salmonicolor) 등이 미백효과를 나타나는 것으로 밝혀졌

다(Lee and Choi, 1999; Chien et al., 2008; Dedeoglu 

and Guler, 2008). 또한 효모에서 추출한 melanoston이

라는 물질은 기존에 미백소재로 알고 있는 알부틴에 비해 

지속적인 미백효과가 나타난다고 밝혀졌다(Kim et al., 

2006). 

본 연구는 천연물로서 찔레(Rosa multiflora) 에탄올 

추출물에 대한 세포 활성과 티로시나아제 활성 저해 효과, 

멜라닌 함량 등의 실험을 통해 찔레 에탄올 추출물의 멜라

닌 형성 억제 효과에 대해 규명하고자 하였다. 

재료 및 방법

추출물

본 실험에서 사용된 찔레(Rosa multiflora)는 한국농업

대학교에서 4~5년령 된 것을 채집하여 동결건조 시킨 후 

80% 에탄올에 시료 250 g을 넣어 잎은 상온에서 48시간 

동안 보관 후 추출하였으며, 뿌리는 60℃, 암상태에서 12

시간 보관 후 추출용 시료로 사용하였다.

세포배양

멜라닌 세포주인 B16 세포는 10% Fetal bovine serum 

(FBS)와 2 mM L-glutamine이 함유되어 있는 RPMI- 

1640(Gibco, USA)에서 37℃, 5% CO2 배양기(Sanyo, 

Japan)에서 24시간동안 배양하였다.

세포 활성 분석

세포활성 실험은 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 

5-diphenyl tetrazolium bromide(MTT)를 이용하여 측

정하였다. B16 세포는 96 well multiplate(Nunc, USA)에 

각 well 당 1 ×10
5
개의 세포를 분주하고, 24시간 동안 배

양한 후 FBS가 첨가된 새 배지로 교환하고 실험에 사용될 

찔레 잎과 뿌리 추출물을 최종농도 0, 5, 25, 50, 100, 200 

μg/ml로 처리한 후 24시간동안 배양하였다. 배양 후 

phosphate buffered saline(PBS)로 세척한 후 0.5 

mg/ml의 MTT(Sigma, USA) 용액 100 μl를 넣고, 4시간 

동안 37℃에서 배양한 후, 570 nm에서 흡광도(ELISA 

reader, ReTiSoft Inc. Canada)로 측정하여 그 효과를 정

상 대조군에 대한 백분율로 산출하여 비교하였다. 

시험관내 티로시나아제 활성 저해 분석 

티로시나아제(tyrosinase) 활성 저해 분석을 위한 추출

물의 농도는 세포활성 실험과 동일한 농도로 사용하였다. 

96 well multiplate에 0.1 M 인산염완충액과 각 농도의 시

료액 그리고 200 unit/ml의 버섯의 티로시나아제를 넣은 

후 0.05% L-DOPA(L-3,4-dihydroxyphenylalanine)을 

넣고 37℃에서 15분간 반응을 시킨다. 반응 후 490 nm에

서 흡광도로 측정하였다. 이때 양성대조군으로 알부틴

(arbutin, hydroquinone-beta-d-glucopyranoside)을 

찔레 잎, 뿌리 추출물과 동일한 농도로 처리하여 측정하고, 

그 효과를 정상 대조군에 대한 백분율로 산출하여 비교하

였다.

세포내 티로시나아제 활성 저해 분석 

멜라닌 B16 세포 내의 티로시나아제 활성 저해분석을 하

기 위해서 추출물 또는 알부틴이 함유되어 있는 배지에 3

7℃ 에서 3일 동안 배양 후 0.5% sodium deoxycholate로 

세포를 파쇄하였다. 파쇄한 세포를 11,000 rpm, 4℃ 에서 

20분 동안 원심분리한 후 상층액을 0.05% L-DOPA와 인

산염완충액과 혼합하고 37℃에서 10분 동안 반응 시킨 후 

470 nm에서 흡광도로 측정하여 그 효과를 양성대조군인 

알부틴과 비교하였다.

멜라닌양 측정 

60 mm culture dish에 B16 세포를 4.5 × 105
이 되도록 

분주하고 추출물 또는 알부틴이 함유되어 있는 배지에 3

7℃에서 3일 동안 배양하였다. 배양 후 1 N NaOH를 넣고 

80℃에서 30분간 반응시키고 470 nm에서 흡광도로 측정

하여 그 효과를 양성대조군인 알부틴과 비교하였다. 

역전사-중합효소 연쇄반응(Reverse Transcriptase PCR)

티로시나아제 유전자의 mRNA 발현량은 역전사-중합

효소 연쇄반응실험을 이용하여 확인하였다. RNA 추출은 

TRIzol Reagent(Invitrongen Co., Carlsbad, USA)을 이

용하여 배양된 세포주로부터 total RNA를 분리하였으며 

total RNA 1 μg으로 first cDNA를 합성하였다. 중합 효소 

반응은 각 cDNA 주형(template), GAPDH 또는 티로시나
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아제 유전자의 프라이머, 10 mM dNTP 그리고 0.25 unit 

Taq polymerase를 모두 포함하는 25 μl PCR 혼합물을 이

용하여 이루어졌다. 중합 효소 반응 결과물을 1.6% 

agarose gel로 50 V에서 30분간 전기영동 하여 분석하였

으며 0.05 mg/ml ethidium bromide 염색을 이용하여 가

시화하였다. DNA의 크기는 DNA 분자량 마커와의 비교를 

통하여 측정하였다. 

결과 및 고찰

찔레(Rosa multiflora) 추출물에 대한 세포 활성 실험은 

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide(MTT) 분석 방법으로 수행하였다. 

찔레 잎, 뿌리 추출물을 24 시간 동안 처리한 결과 모든 농

도에서 추출물을 처리하지 않은 정상 대조군과 비교해서 

차이를 나타내지 않았다(Fig. 1). 이는 찔레의 잎 뿌리 추

출물이 세포 활성에 영향을 미치지 않음을 발견하였다.

세포 활성에 영향을 미치지 않은 농도 범위에서 티로시

나아제 활성 저해 효과를 분석하였다. 티로시나아제 활성

을 저해하는 것으로 이미 규명된 양성 대조군인 알부틴의 

경우에는 5 μg/ml의 낮은 농도에서는 티로시나아제 활성

을 저해하는 효과가 나타나지 않았지만 25, 100과 200 μ
g/ml을 처리했을 경우에는 각각 약 20, 40, 55% 정도로 

농도 의존적인 티로시나아제 활성 저해 효과를 나타냈다. 

찔레 잎 추출물의 경우에는 동일한 농도에서 양성 저해군

인 알부틴이 보인 티로시나아제 활성 저해 비율보다 약 10 

~ 25% 정도 낮게 나타났으나, 추출물을 처리하지 않은 정

Fig. 1. Effects of Rosa multiflora(RM) extracts on the cell 
viability. B16 cells were incubated for 24 hr with extract of 
leaf(white bars) or root(black bars) of R. multiflora. Each data 
represent the mean ± S.D of at least three independent 
experiments. 

Fig. 2. Effect of RM extract on in vitro tyrosinase activity. 
Mushroom tyrosinase were incubated with various 
concentration of RM extract or arbutin. Tyrosinase activity is 
expressed as a percentage of that untreated control. Each data 
represent the mean ± S.D of least three independent 
experiments.

상 대조군보다 100 과 200 μg/ml에서 각각 23과 30% 정

도 저해되었다(Fig. 2). 찔레 뿌리 추출물의 경우에는 상대

적인 고농도(200 μg/ml)에서는 32% 정도 저해 효과를 나

타냈다. 이는 양성대조군인 알부틴의 50 μg/ml 일 경우와 

유사한 티로시나아제 활성 저해효과를 나타낸 것을 관찰할 

수 있었다.

멜라닌 세포주 B16 세포에서의 티로시나아제 활성을 저

해하는 효과를 분석한 결과 알부틴의 경우에는 고농도에서 

약 54%의 저해효과를 나타났다. 찔레 잎 추출물의 경우에

는 100과 200 μg/ml에서 각각 74와 68%의 활성을 보였

다. 찔레 뿌리 추출물의 경우에는 상대적으로 저농도에서

는 티로시나아제 활성을 저해하는 효과가 나타나지 않았지

만 50, 100과 200 μg/ml을 처리했을 경우에는 추출물을 

처리하지 않은 대조군보다 각각 23, 29와 36%의 저해효과

가 나타나는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 3).

위의 결과를 토대로 B16 세포의 멜라닌 함량에 대한 추출

물의 효과를 분석하였다. 알부틴의 경우 5 μg/ml에서 멜라

닌을 저해하는 효과가 나타나지 않았지만, 50과 200 μg/ml

의 경우에는 각각 22과 51% 정도의 멜라닌 함량 저해효과를 

나타냈다. 찔레 잎과 뿌리 추출물의 경우에는 5 μg/ml의 

경우에는 정상 대조군과 유사하였지만, 고농도를 처리할수록 

멜라닌의 함량이 저해되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 4). 

알부틴의 경우 L-DOPA 혹은 티로신 같은 기질과의 경

쟁적 억제 반응에 의한 티로시나아제 활성 억제반응이 나

타나나 티로시나아제 mRNA 수준을 변화시키지 않음이 규

명되었다(Sugimoto et al., 2004). 이에 찔레 추출물 처리
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Fig. 3. Effect of RM extract on intracellular tyrosinase activity. 
B16 cells were incubated with various concentrations of RM 
extract or arbutin for 3 days. Tyrosinase activity is expressed as 
a percentage of that untreated control. Each data represent the 
mean ± S.D of least three independent experiments.

Fig. 4. Effect of RM extract and arbutin on melanin contents. 
B16 cells were incubated with the RM extract or arbutin for 3 
days. Melanin content was determined as described in Materials 
and Methods and is expressed as a percentage of that untreated 
control. Each data represent the mean ± S.D of least three 
independent experiments.

가 티로시나아제 mRNA 수준을 변화시킬 수 있는지를 

RT-PCR 방법으로 분석하였다. 추출물 처리군들은 정상대

조군과 비교하여 티로시나아제 mRNA 수준이 유의적으로 

차이가 나지 않았으며, 또한 농도 의존적인 변화도 없었다

(Fig. 5). 이를 통해 찔레 추출물의 경우, 티로시나아제의 

발현을 억제하지는 않는 것을 알 수 있었다(Santos and 

Stephanopoulos, 2008.). 

최근 들어 천연물에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 

있고, 화학물을 이용하는 대신 천연물의 성분을 미백 및 항

주름 화장품에 응용하는 경우가 많아지고 있다. 현재까지 

밝혀진 미백 효과를 나타내는 성분들로는 비타민 A, 비타민 

C, coixol, grifolin, neorifolin, mannitol, oxyresveratrol

이 있다(Meyskens and Fuller, 1980; Shin et al., 1998; 

Fig. 5. Effect of the RM extract on tyrosinase mRNA level. B16 
cells were incubated with the RM extract at the indicated 
concentrations for 24 hr. The tyrosinase and GAPDH mRNA 
levels were subjected to a RT-PCR analysis. 

Kim et al., 2002). 찔레 잎, 뿌리 추출물의 경우 화학 미

백 소재인 알부틴보다는 티로시나아제를 저해시키는 효능

이 낮지만 약 2배 정도의 고농도로 사용할 경우에는 알부

틴과 유사한 수준까지 티로시나아제를 저해시킬 수 있을 

것으로 시사된다. 이 후 성분에 대한 분석적인 연구를 토대

로 찔레의 티로시나아제를 저해시키는 효능을 가진 성분을 

정확히 규명하고, 기존의 미백제로 사용하고 있는 합성 성

분보다 좋은 효과를 나타날 수 있도록 연구하며 범위를 더 

확장하여 많은 국내 자생 식물들에서 더 우수한 천연 미백 

성분들을 규명하는 것이 필요하다고 생각된다. 

적  요

본 연구는 찔레 에탄올 추출물의 세포 활성 및 티로시나

아제활성 저해를 분석하였다. 찔레 추출물의 세포활성을 

분석한 결과 찔레 잎과 뿌리 추출물의 경우에는 추출물을 

처리하지 않은 대조군과 유사한 결과를 관찰하였다. 모든 

농도에서 세포 활성이 나타나지 않아 티로시나아제 활성 

저해 효과를 분석한 결과 찔레 잎과 뿌리추출물은 상대적

으로 고농도(200 μg/ml)에서 약 30~32% 정도를 저해하

는 효과를 나타냈다. 또한 B16 세포에서 티로시나아제활성 

저해 효과를 분석한 결과 상대적으로 고농도(200 μg/ml)

에서 양성대조군인 알부틴보다 20~25% 정도 낮은 저해 

효과를 나타냈다. 멜라닌 함량 저해 효과를 분석한 결과 찔

레 잎과 뿌리 추출물의 경우 티로시나아제의 저해 효과와 

유사하게 농도 의존적인 저해효과를 나타내는 것을 관찰하

였다. RT-PCR 방법으로 분석한 결과, 추출물 처리군들은 

정상대조군과 비교하여 티로시나아제 mRNA 수준이 유의

적으로 차이가 나지 않았으며, 또한 농도 의존적인 변화도 

없었다.
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