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ABSTRACT : In this study, whitening activity of Lithospermum erythrorhizon extracts were investigated according to sev-

eral extraction processes: water extraction at 100℃ (WE100) and 60℃ (WE60), 70% ethyl alcohol extraction (EE) and ultra

high pressure extraction (HPE) at 500 ㎫ for 30 minutes at 60℃. The extracts from ultra high pressure extraction showed

the highest tyrosinase inhibition and melanogenesis inhibition activities as 52% and 79.5%, respectively, in adding 1 ㎎/㎖
than others extraction processes. HPE extracts also showed the strong reducing power as 3.19 that absorbance at 450 ㎚.

The contents of polyphenol in WE100, we measured as 10.1 ㎍/㎖ in adding 1 ㎎/㎖. Extracts have a high total flavonoid

contents by HPE as 4.1 ㎍/㎖ at 1 ㎎/㎖. We can conclude that better whitening activity of extracts from high pressure

extraction was due to high antioxidant activities which could be extracted by higher polyphenol and flavonoid contents in

HPE than others.
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서 언

지치 (Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc.)는 지치

과의 다년생 초본 식물로서 우리나라의 강원도, 제천 등의 야

산에 주로 자생하고 지치 뿌리는 예로부터 우리나라, 중국과

일본에서 한약재와 식용색소로 이용되었다. 한방에서 혈액순

환 촉진, 해열, 해독 작용에 주로 이용하거나 토혈, 혈뇨, 변

비, 화상, 습진, 요로 감염 등을 치료하는데 사용하였다 (Lee

et al., 1998). 

현재까지 지치의 성분으로서는 shikonin (Kim, 2001; Kim

et al., 2006), acetylshikonin 등이 보고되었다 (Yoon et al.,

1988; Hwang et al., 2000). 약리 작용으로는 shikonin에 의

한 신진대사의 산화환원반응 조절 및 창상과 화상의 신생촉진

(Min et al., 2005), acethylshikonin과 shikonin에 의한 항염

증 작용 (Kang, 2005)이 알려져 있다. 

생활수준이 점점 향상되고 의학기술의 발전 등으로 인간의

평균수명이 증가되고 고령화 사회가 되면서 사람들의 관심은

건강하게 오래 살며 아름답게 늙어가는 것으로 집중이 되고

있다. 이러한 시대와 관심에 부응하여 기능성 식품 및 화장품

분야의 시장 규모가 확대되고, 특히 천연물을 활용한 분야의

연구는 급속히 진행되고 있다 (Cho, 2007).

기능성 식품 및 화장품 분야 중에서도 미백효능을 가진 제

품의 관심이 높아지고 있다. 피부 내 색소의 형성은 자외선

이나 신호전달물질 등의 내외부적 인자들에 의해 멜라닌 생

성량이 증가되면서 나타난다. 현재까지 미백제 개발은 주로

tyrosinase를 억제하거나 멜라닌 세포 생성량의 감소 등을 통

하여, 멜라닌 세포에 직접적으로 작용하는 기전으로 이루어

졌다. 그러나 멜라닌 세포생성에 관여하는 여러 경로와 그와
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관련한 인자들이 밝혀지면서, 멜라닌 세포 생성경로와 이와

관련된 인자들의 작용 억제에도 관심을 두게 되었다. 특히

피부색소형성의 주요원인인 자외선에 의해 생성된 활성산소

가 피부색소의 형성을 촉진하는 기작이 밝혀지면서 이러한

활성산소를 제거하는 것이 멜라닌 색소 형성억제에 효과적이

라는 연구보고가 있다 (Tobin et al, 1994; Bernadette et

al, 1998).

피부는 기능적, 구조적으로 변화되어 노화를 시각적으로 나

타내어 준다. 피부는 항상 산소와 접촉하고 자외선에 노출되

어 있어 활성산소 종에 의한 피부의 광산화적 손상 위험이 항

상 존재한다. 인간의 생체 내에서 필요한 에너지 공급을 위해

끊임없이 일어나는 생화학적 반응 과정에서 발생하는 활성산

소는 자기 방어 기구인 생체 내 제거기작에 의해 대부분 소멸

되지만, 이러한 활성산소가 정상적으로 소거되지 않았을 때,

유리기로 인한 산화적 스트레스가 생체 내에 가해지면 이들

활성산소는 세포구성 성분들인 지질, 단백질, 당, DNA, 효소

및 T세포와 같은 면역계통의 인자를 손상시켜 뇌졸증, 파킨슨

씨병 등의 뇌질환과 심장질환, 허혈, 동맥경화 등과 같은 성인

병과 암 등의 각종 질병을 일으키는 원인이 된다 (Park et

al., 2007; Halliwell, 1991).

또한, 활성산소가 다량 생성 시 체내에서는 자외선에 의한

활성산소의 생성을 막기 위해 멜라닌 색소를 분비한다 (Park,

1997). 체내의 활성 산소를 제거하면 노화방지와 동시에 미백

효과가 동반될 것이라고 사료된다. 

초고압 기술은 약용식물의 유용 성분을 추출하는데 적용할

수 있는데 그에 목적을 두고 사용하는 추출 공정을 초고압

추출 공정이라고 한다. 기존의 열수 추출 공정은 열처리에

의해 추출물의 화학변화가 일어나는 반면, 초고압 추출 공정

은 열처리가 아닌 압력처리를 이용하여 화학변화가 거의 일

어나지 않는 장점이 있다 (Kim et al., 2007). 초고압 기술

을 통한 추출은 약용식물의 중요 구성 성분의 추출이 단시

간 내에 가능하며, 불순물이 거의 없고, 높은 순도의 단일

성분을 쉽게 얻을 수 있다. 이는 초고압 하에서 단백질이 변

성되고, 세포막이 파괴 (Bennett, 1998) 되어 세포 안으로

용매가 들어가 보다 많은 성분이 세포 밖으로 쉽게 용출되

어 나오는 것으로 추정하고 있다. 또한 초고압 추출을 통하

여 에너지 수준이 제한된 수소결합, 전기적 결합, 반데르발

스 결합, 수소결합과 같은 약한 결합들에 의한 결합은 분리

되어 신물질 용출이 가능한 것으로 보인다 (Kwon et al.,

2007). 

따라서 본 연구에서는 이러한 초고압 추출을 통한 지치의

생리활성을 기존의 열수추출 및 에탄올 추출과의 비교를 통하

여 기능성화장품 분야와 기능성 식품 소재로서 활용 가능성을

검토하였으며, 더 나아가 본 연구 자료들이 선행연구 결과가

많지 않은 지치의 향장소재와 관련된 분야의 기초 자료로서

활용될 수 있도록 하기 위해 본 연구를 수행하였다.

재료 및 방법 

1. 실험재료 및 시약

본 실험에서 사용된 지치 (Lithospermum erythrorhizon Sieb.

et Zucc.)는 2009년 11월에 경북 영천에서 생산된 것으로 시

중 약재상 (대광약업사, Chuncheon, Korea)에서 구입하였다. 

본 연구의 세포배양 시 필요한 배지로 RPMI 1640

(GIBCO, USA)을 사용하였고, 그 밖에 배양에 필요한 시약으

로 hepes buffer (SIGMA, USA)와 fetal bovine serum

(GIBCO, USA), gentamycin sulfate (SIGMA, USA), Trypsin-

EDTA (SIGMA, USA)를 사용하였다. 

2. 시료 추출 조건

초고압 추출은 지치 80 g씩 비닐 팩에 70% ethyl alcohol

과 함께 넣어 공기가 들어가지 않도록 잘 밀봉한 후, 초고압

추출장치 (Ilshin autoclave, Korea)를 이용하여 500㎫의 압력

을 가해 30분간 추출을 실행하였다. 초고압 추출을 통해 수득

한 시료를 수직 환류 냉각기에 부착된 추출 flask에 시료 중

량에 대하여 10배의 ethyl alcohol을 추출용매로 사용하여 60

℃에서 24시간 추출하였다.

일반 열수추출은 증류수와 ethyl alcohol을 추출 용매로 각

각 사용하였으며, ethyl alcohol을 용매로 사용 시 60℃, 증류

수를 용매로 사용 시 각각 60℃와 100℃에서 24시간 추출하

였다. 얻어진 각각의 추출물들을 감압여과장치 (Rotary

Vacuum Evaporator N-N series, EYELA, Germany)로 여과

하여 농축을 하였고, 동결건조를 한 후 분말로 제조하여 실험

에 사용하였다(Kim et al., 2008). 

3. 세포주 및 세포 생육 배지 

실험에 이용된 세포주로 마우스 흑색종 세포인 Clone M-3

(Cloudman S91 melanoma, mouse, KCLB 10053.1, KOREA)

를 사용하였으며, 세포배양에 필요한 배지로 RPMI 1640

(GIBCO, USA)을 사용하였고 그 밖의 세포 배양에 필요한 시

약으로 hepes buffer (SIGMA, USA)와 fetal bovine serum

(GIBCO, USA), gentamycin sulfate (SIGMA, USA), trypsin-

EDTA (SIGMA, USA)를 사용하였다. 실험에 사용된 세포는

RPMI 1640배지 90%에 FBS를 10%로 적용시켜 배양하여 실

험에 이용하였다. 

4. Tyrosinase 억제활성 실험

기초 향장 활성 실험 중 하나로 피부내의 미백 효과를 측정

하는 실험으로서 실험은 dopachrome방법 (Pomerantz, 1963)

을 이용하여 측정하였다. 150㎕의 mushroom tyrosinase-150
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unit (SIGMA, USA), 225㎕의 2.5 mM L-tyrosine (FLUKA,

JAPAN), 225㎕의 0.4 M hepes buffer (SIGMA, USA)

(pH 6.8), 그리고 300㎕의 ethanol 용액 혹은 시료 (1㎎/㎖)

용액을 섞은 후 배양 전과 15분간 배양을 한 후 475㎚에서

흡광도를 각각 측정하였다.

Tyrosinase 억제 정도는 다음과 같이 계산하였다.

A는 시료를 가지는 용액의 배양 후의 흡광도이며, B는 시

료를 가지는 용액의 배양 전의 흡광도, C는 시료를 가지지 않

는 용액의 배양 전의 흡광도, D는 시료를 가지지 않는 용액의

배양 후의 흡광도이다.

5. Clone M-3세포로부터 Melanin 생성량을 측정

가시광선 영역대의 흡광도를 측정함으로써 Melanin의 생성

량을 비교할 수 있다. 따라서 본 실험에서는 Clone M-3 세포

를 plate에 1 × 105cells/well로 접종한 후 CO2 incubator

(5%, 37℃)에서 세포가 well 바닥에 80% 이상 부착될 때까지

배양하였다. 배지를 제거한 세포를 phosphated buffer saline

(SIGMA, USA)로 세척하고 이것을 Trypsin-EDTA로 처리하

여 세포를 회수하였다. 회수된 세포는 5,000 rpm으로 10분간

원심분리한 후 상층액을 제거하여 pellet을 얻어 60℃에서 건

조하였다. 10% DMSO가 함유된 1M NaOH 100㎕를 넣어

60℃ 항온조에서 세포내 멜라닌을 얻었다. Microplate reader

(Thermo max, Molecular Devices, USA)로 490㎚에서 흡광

도를 측정하여 세포 일정수당 멜라닌의 양을 구하였다. 지치

추출물의 농도를 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖의 농도로 처리

하여 멜라닌 생성량을 측정하였다. 대조군은 ascorbic acid

(SIGMA, USA)를 사용하였으며 추출물과 동일 농도로 처리하

여 측정하였다 (Kim et al., 2008).

6. 환원력 측정 

환원력은 여러 농도의 추출물 2.5㎖에 200 mM sodium

phosphate buffer (SIGMA, USA) (2.5㎖, 6.6)와 1% potassium

ferricyanide (HAYASHI PURE CHEMICAL, JAPAN) 2.5

㎖를 혼합시킨 후 혼합물을 50℃에서 20분 동안 incubation

시킨 다음 2.5㎖ trichloroacetic acid (SIGMA, USA) (10%,

w/v)를 첨가하여 650 × g에서 10분간 원심분리 하였다. 원심분

리한 상징액 5㎖에 탈이온수 5㎖와 1% ferric chloride

(SIGMA, USA) 1㎖를 첨가시킨 후 UV - vis Spectropho-

tometer (852A Diode Array Spectrophotometer, Hewlett

Packard)를 이용하여 700㎚에서 흡광도를 측정하였다

(Oyaizu, 1986).

7. 총 페놀 함량과 플라보노이드 함량 분석 

총 페놀 함량은 Folin-Denis법에 따라 추출물 1㎖에 Folin-

Ciocalteau (SIGMA, USA) 시약 및 10% Na2OH3 용액을

각 1㎖ 씩 차례로 가한다음 실온에서 1시간 정치한 후 UV-

vis spectrophotometer (852A Diode Array Spectrophoto-

meter, Hewlett Packard)를 이용하여 700㎚에서 흡광도를 측

정하였다. Caffeic acid (SIGMA, USA)를 0~100㎍/㎖의 농

도로 제조하여 시료와 동일한 방법으로 분석하여 얻은 표준

검량 곡선으로부터 시료 추출물의 총 페놀 함량을 측정하였다

(Singleton and Rossi, 1966).

총 플라보노이드는 Moreni 등의 방법 (Moreni et al., 2000)

에 따라 추출물 0.5 ㎖에 10% aluminum nitrate (SIGMA,

USA) 0.1㎖ 및 1 M potassium acetate (SIGMA, USA)

0.1㎖, ethanol 4.3 ㎖를 가하여 혼합한 후 실온에서 40분간

정치한 다음 UV-vis spectrophotometer (852A Diode Array

Spectrophotometer, Hewlett Packard)를 이용하여 415㎚에서

흡광도를 측정하였다.

8. 통계처리

데이터의 통계처리는 각 시료를 3회 반복으로 행해졌으며,

실험값의 통계는 SAS (Statistical Analysis System) 프로그램

을 사용하여 실험 간의 평균을 구하였으며, 각 처리구간의 최

소 유의차 (P < 0.05) 수준에서 통계처리 하였다.

결과 및 고찰 

1. Tyrosinase 억제활성 

Tyrosinase는 피부의 멜라닌 색소를 생성하는 효소로

tyrosinase의 저해활성을 측정함으로써 추출물의 미백효과를 알

아 볼 수 있다. 추출 공정별 지치 추출물들의 농도를 각각 달

리하여 tyrosinase의 저해 활성을 Fig. 1에 나타내었다. 실험

결과를 보면 모든 추출물에서 추출물의 농도가 증가함에 따라

tyrosinase의 저해 활성도 증가하는 경향을 보였으며, 그 중 초

고압 공정 추출물이 모든 조건의 농도에서 가장 높은 저해 활

성을 나타냈다. 지치의 열수 추출물과 ethyl alcohol solvent

추출물의 tyrosinase 저해 활성 수치는 각각 42%, 37%로 나

타났다. 이와 비교하여 황기, 백출 및 오가피의 항산화성 및

미백효과에 관한 연구 (Kim and Heo, 2009)에서는 1㎎/㎖

의 황기, 백출, 오가피 추출물을 첨가한 결과 6.0%, 31.2%,

42.1%을 나타내어 지치의 열수 추출물과 ethyl alcohol

solvent 추출물에 비해 높은 수치를 보였다. 그러나 지치의 초

고압 공정을 통한 추출물의 tyrosinase 저해 활성 수치는 52%

로 황기, 백출, 오가피 추출물의 수치보다 높은 것으로 나타났

다. 이것으로 보아 초고압 공정에 의한 지치 추출물이 다른

공정의 지치 추출물뿐만 아니라 황기, 백출, 오가피 추출물과

Tyrosinase inhibition (%) =
(C − D) − (A − B)

× 100
(C − D)
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비교하여 높은 tyrosinase 저해활성을 나타낸다고 볼 수 있다.

멜라닌 색소를 생성하는 효소인 tyrosinase의 활성이 적을수

록 좋은 미백효과를 가진다고 볼 수 있으므로 초고압 공정 추

출물이 상대적으로 미백효능이 우수한 것으로 추측 할 수 있다.

2. Clone M-3세포로부터 Melanin 생성량

추출 공정별 지치 추출물들이 Clone M-3 세포주로부터

melanin 생성량에 미치는 영향을 알아보기 위해서 추출물들의

농도를 각각 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0㎎/㎖의 농도로 처리하여

멜라닌 생성량을 측정하였다. Ascorbic acid는 대조군으로 티

로시나아제 활동 억제 및 활성산소 제거하여 멜라닌 생성을

저해하는 물질로 추출물과 같은 농도로 처리하여 실험하였다. 

Table 1에서 볼 수 있듯이 물 100℃, 물 60℃, ethyl

alcohol solvent, 초고압 공정을 통한 추출물의 멜라닌 생성율

은 각각 80.4%, 86.1%, 87.5%, 79.5%로 초고압 공정을 통

한 추출물이 가장 낮게 나타났다. 대조군인 ascorbic acid는

같은 농도에서 77.4%의 멜라닌 생성율을 나타내었다. 초고압

추출 공정에 의한 당귀 추출물의 미백 및 자외선 차단 효과

(Kim et al., 2008)에 관한 연구에서 초고압 공정을 이용하여

추출한 당귀 추출물의 멜라닌 생성율은 1.0㎎/㎖의 농도에서

82.4%로 같은 농도의 지치 추출물이 더 낮은 생성율을 보였다.

초고압 공정을 통한 지치 추출물은 대조군으로 쓰인

ascorbic acid와 비교하여 다소 낮은 멜라닌 저해효과를 나타

냈으나 큰 차이가 없었으며 다른 연구에서 보고된 당귀 추출

물보다는 더 높은 억제효과를 보였다. 이것으로 보아 추출 공

정 시 지치에 함유되어 있는 멜라닌 억제 물질의 손상을 줄일

수 있는 구체적인 초고압 공정 조건이 확립된다면 멜라닌 생

합성 억제제로서 기능성 화장품의 미백제로도 쓰일 수 있는

가능성을 지닌다고 사료된다.

3. 환원력 

환원력은 활성산소에 전자를 제공할 수 있는 활성 수소의

수치를 측정한 것으로 환원력의 수치가 높으면 활성산소 제거

능력이 높아진다. 

추출 공정별 지치 추출물의 농도를 각각 달리하여 첨가한

후 금속이온을 환원시키는 환원력을 측정한 결과는 Fig. 2와

같았다. 

실험 결과를 보면 추출물 농도가 점차적으로 증가함에 따라

환원력이 증가하는 경향을 보였으며, 그 중 12.5㎎/㎖의 농

도에서 초고압 공정 추출물의 O.D.값은 3.19로 가장 강한 환

원력을 나타내었고, 물 100℃ 추출물이 3.12, 물 60℃ 추출물

Fig. 1. Tyrosinase inhibitory activity of the extracts of L. erythrorhizon
by different extraction processes.
†WE100: water extraction at 100℃; WE60: water
extraction at 60℃; EE: 70% ethyl alcohol extraction at 60
℃; HPE: high pressure extraction for 30 minutes at 60℃
with 70% ethyl alcohol solvent.
‡Mean values±SD from triplicate separated experiments
are shown. Mean with difference letter (A-D) within same
concentration are significantly different at p < 0.05 and
mean with difference letter (a-e) within same sample are
significantly different at p < 0.05.

Table 1. Melanin production of the extracts of L. erythrorhizon by different extraction processes in Clone M-3 cells.

Melnin production (%)†

Concentration (㎎/㎖)
Extraction condition Standard

WE1001) WE602) EE3) HPE4) Ascorbic acid

0.2 99.5±0.4Aa 99.7±0.7Aa 99.1±0.7Aa 98.5±0.8Aa 92.1±0.5Ba

0.4 91.5±1.1Ab 96.1±1.2Bb 96.4±0.7Bb 95.4±1.0Bb 87.1±0.4Cb

0.6 90.4±0.8Ab 94.5±1.2Bb 95.1±0.9Bb 90.1±1.1Ac 85.6±0.5Cc

0.8 88.5±1.3Ab 90.1±0.8Ac 89.2±1.0Ac 84.1±0.9Bd 79.5±0.6Cd

1.0 86.1±0.9Ac 86.1±1.6Ad 87.5±0.8Ad 79.5±1.6Be 77.4±0.6Ce

†Mean values±SD from triplicate separated experiments are shown. Mean with difference letter (A-C) within same concentration are significantly
different at p < 0.05 and mean with difference letter (a-e) within same sample are significantly different at p < 0.05.
¹)WE100: water extraction at 100℃.
2)WE60: water extraction at 60℃.
3)EE: 70% ethyl alcohol extraction at 60℃.
4)HPE: high pressure extraction for 30 minutes at 60℃ with 70% ethyl alcohol solvent.
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2.76, ethyl alcohol solvent 추출물에서 2.70의 O.D.값이 측정

되었다. 이러한 수치로 보아 까마중 추출물의 항산화 활성 연

구 결과 (Jeong et al., 2008)에서 까마중 추출물의 환원력

O.D값이 2.0 이하로 측정 된 것과 비교하여 상당히 높게 나

타낸 것을 알 수 있다. 활성산소를 제거하는 것이 멜라닌 색

소 형성억제에 효과적이라는 연구보고 (Tobin et al, 1994;

Bernadette et al, 1998)에 근거하여 추측해보면 본 실험 결과

나타난 높은 환원력은 피부 내 활성산소를 소거함으로써 이에

연속적인 기작으로 인하여 미백작용을 나타낼 수 있을 것이라

사료된다.

4. 총 페놀 및 플라보노이드 함량

위에서 실시한 환원력 측정 실험에서 강한 환원력이 측정된

요인을 탐색하기 위하여 총 페놀 및 플라보노이드의 함량을

조사하였다. 공정별 지치 추출물의 총 페놀 및 플라보노이드

의 함량을 측정한 결과를 Table 2에 나타내었다. 추출물들의

총 페놀 함량은 물 100℃ 추출물에서 10.1㎍/㎎로 가장 높은

함량을 나타내었고, 초고압 공정 추출물에서 9.1㎍/㎎의 함

량을 나타내었다. 

지치 추출물들의 플라보노이드 함량은 초고압 공정 추출물

에서 4.1㎍/㎎로 가장 높은 함량을 나타내었으며, 물 100℃

와 60℃ 추출물에서도 각각 4.0, 3.9㎍/㎎로 높은 함량을 나

타내었다. 이 결과로 보아 각 공정별 플라보노이드의 함량이

크게 차이가 나지 않지만, 고로쇠 수피 초고압 추출물의 항암

활성 증진(Jeong et al., 2009) 연구 결과에 의하면 초고압 공

정을 이용한 추출물이 수율이 높았고, 플라보노이드의 함량이

높으므로 일반 열수 추출에 비해 유용성이 높을 것으로 사료

된다. 플라보노이드와 폴리페놀은 페놀성 화합물을 함유하고

있다. 이러한 페놀성 화합물은 가용성 식물류에 널리 분포하

는 것으로 항산화능을 포함한 다양한 생물학적 효능을 나타내

며, 이들의 효능은 주로 산화환원력에 의한 것이라고 밝혀졌

다 (Osawa, 1994). 이와 같이 총 페놀 및 플라보노이드 함량

의 측정 결과 지치 추출물의 환원력이 높은 이유를 뒷받침하

는 근거자료로써 사용될 수 있을 것으로 사료되며 총체적으로

지치의 항산화 효능에 대한 기초 생리활성 자료로 쓰일 수 있

을 것으로 사료된다. 
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