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요 약: 본 연구에서는 발모 소재 개발을 위하여 한방복합처방단의 효소처리에 의한 발모 및 흑모 관련 생리활성을 알아

보았다. 효소 처리된 한방 복합 처방단의 자유라디칼 소거활성과 superoxide dismutase 유사활성을 알아보았으며, lip-

oxygenase 활성 저해효과, 5α-reductase 활성 저해효과 및 멜라닌 생성 촉진효과를 확인하였다. 또한, 인체 피부 일차

자극시험 결과 자극이 없는 저자극으로 나타났다. 이로써, 효소 처리된 한방 복합 처방단은 피부자극 없이 모발제품의 

기능성 원료로서 큰 가능성을 가지고 있는 것으로 판단된다.

Abstract: To develop a new natural cosmetic hair care product for scalp treatment, we investigated the effect of 

enzyme modified (Viscozyme, Pectinex) oriental medical prescriptions on hair growth and melanogenesis. Enzyme 

modified oriental medical prescriptions showed the antioxidative effect, inhibitory effects on lipoxygenase activity and 

5α-reductase activity and melanogenic activity. In human irritation test, they did not show any adverse effect. Based 

on these results, we suggest that enzyme modified oriental medical prescriptions may potentially be used in a cosme-

ceutical hair care product for scalp treatment.
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1. 서    론
1)

  모발은 신체의 다른 세포나 조직과는 달리, 모낭주기 

또는 모발주기(hair cycle)라는 독특한 생체리듬을 갖고 

있다. 즉, 일정하게 계속 자라다가 쇠퇴하여 결국 사멸하

는 과정을 거치는 것이 아니고, 2 ∼ 6년 정도의 성장기

(anagen stage)동안 지속적으로 성장하다가 2 ∼ 3주 정

도의 퇴행기(catagen stage)를 거쳐서 2 ∼ 3개월 정도

의 휴지기(telogen) 동안 성장을 멈추었다가 다시 성장

기로 들어가는 순환주기를 그리게 된다. 일반적으로 탈

모증이라 함은 이러한 주기 중에서 성장기의 모발 비율

이 짧아지고 퇴행기 또는 휴지기가 길어져 비정상적으로 
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모발이 탈락하는 숫자가 많아지는 것을 일컫는다[1-3].

  발모 및 탈모의 정확한 기전은 현재까지 완전하게 밝

혀져 있지 않으나, 탈모유발 원인으로 남성호르몬 관여

에 의한 모포 기능의 저하, 모포 및 모구부의 신진대사 

기능의 저하, 두피 긴장에 의한 국소 혈류 장해, 영양 불

량, 스트레스, 약물에 의한 부작용, 유전적 요인, 자가 면

역, 국소감염, 화학물질, 백혈병, 결핵 등의 질병과 모발 

제품의 남용 등 매우 다양하다. 탈모의 가장 전형적인 형

태인 남성형 탈모증(androgen alopecia)의 경우 유전적

으로 안드로겐(androgen) 호르몬에 의존적으로 발생하

는데 포유류의 대표적인 안드로겐 호르몬에는 testoster-

one과 dihydrotestosterone이 있는데 탈모가 일어나는 환

자들에게서 dihydrotestosterone이 더 많이 나타난다. 여

기서 testosterone은 5α-reductase에 의해서 dihydrotes- 
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tosterone으로 전환되는데, 특히 5α-reductase로 존재하

는 두 형태 중 제 2형 5α-reductase에 의해 testosterone

에서 전환된 dihydrotestosterone이 진피유두 및 모낭에

서 점진적으로 감소된다[4-6].

  한편, 모발은 크게 모표피, 모피질, 모수질의 3개 부분

으로 구성되어 있다. 모수질을 감싸고 있는 모피질은 모

발에서 가장 두터운 부분(80 ∼ 90 %)으로서 멜라노좀

이라는 멜라닌색소 및 지질막과 TRP-1 (Tyrosinase 

Related Protein-1), TRP-2 (Tyrosinase Related Protein-2) 

및 기타 단백질로 구성된 과립을 포함하고 있다. 모발에 

있어서의 멜라닌은 모발의 색조를 결정하는 중요한 인자

로서, 모발상부에 존재하는 멜라노사이트 내에서 생성되

어 모발피질세포인 케라티노사이트에 전달된 후, 모발의 

성장과 함께 위쪽으로 이동한다. 생리적 노화의 한 현상

으로서 인식되는 백발은 모발 멜라노사이트의 수적 감소 

및 멜라노사이트의 기능저하에 의한 멜라닌 생성의 감소

에 의해 유발된다[7-9].

  백발은 일반적으로 연령이 높아지면 발생하는 것으로, 

노령이라는 느낌을 인상 깊게 하고, 특히 젊은 나이에 있

어서 백발은 불청객이다. 그 때문에 백발을 감추기 위하

여 백발의 염색 등에 의해 모발을 검게 염색하는 염색제

가 많이 연구되고, 또한 널리 시판되고 있다. 그러나 흑

발염색은 일시적인 방법으로 백발의 성장에 의해 다시 

염색하지 않으면 안 되고, 또한 현재 널리 사용되고 있는 

산화형 흑발염색은 산화제 등의 사용에 의해 두피에 손

상을 준다. 따라서 백발의 발생을 방지하는 백발방지제

에 대해서도 각종 연구가 행해지고 있다[10-12]. 

  또한, 인체는 생물학적 원리에서 이탈해 산화과정을 

거치면서 노화가 진행되는데 탈모는 노화의 진행이므로 

항산화에 대한 치료가 이루어져야 하며, 여러 요인에 의

한 생체 내에서의 스트레스와 염증이 모발의 생장에 어

려움을 주는 것으로 알려져 있어 항염증에 관한 연구도 

이루어지고 있다[13,14]. 

  본 연구에서는 발모 및 탈모방지의 효과를 갖는 약재

(당귀, 보골지, 측백엽, 한련초), 흰머리 방지의 효과를 

갖는 약재(구기자, 복분자, 상백피, 숙지황, 여정실, 적하

수오, 흑지마), 항균효과를 갖는 약재(고삼, 백지, 익모

초), 혈액순환을 개선해주는 약재(단삼, 도인, 몰약, 감

국, 유향, 인삼, 천궁, 합환피, 현호색)를 포함하는 23종 

한방복합처방단(EEX라 칭함)을 발효 및 정제하여 그들

의 항산화 효과, lipoxygenase 활성 저해효과, 5α-re- 

ductase 활성 저해효과 및 B16 melanoma cell 내에서의 

멜라닌 생성효과를 기존의 잘 알려진 성분들과의 비교로 

Table 1. Composition of Oriental Medical Prescription

Herbal name Amount (g)

Angelica gigas Nakai

Psoralea corylifolia Linne

Biota orientalis Endllcher

Eclipta prostrata Linne

Lycium chinense Miller

Rubus coreanus Miquel

Morus alba Linne

Rehmannia glutinosa Liboschitz var. 

  purpurea Makino

Ligustrum lucidum Aiton

Polygonum multiflorum Thunberg

Sesamum indicum Linne

Sophora angustifolia Siebold et Zuccarini

Angelica dahurica Bentham et Hooker

Leonurus sibiricus Linne

Salvia miltiorrhiza Bunge

Prunus persica Batsch

Commiphora molmol Engler

Chrysanthemum indicum Linne

Boswellia carterii Birdwood

Panax ginseng C. A. Meyer

Cnidium officinale Makino

Albizzia julibrissin Durazzini

Corylais ternata Nakai

1.75

2.75

2.75

2.75

4.00

6.00

6.00

4.00

3.00

4.00

3.00

16.00

12.00

12.00

3.00

3.00

2.00

2.00

2.00

2.00

2.00

2.00

2.00

효능을 평가하여 발모 및 탈모방지 원료로서의 사용 가

능성을 검토하였다.

2. 재료 및 방법 

2.1. 실험재료 및 기기 

  본 실험에 사용한 약재는 (주)지유본초에서 구입하여 

사용하였으며, 추출과정 및 분획에 사용된 용매들은 시

약급을 구입하여 그대로 사용하였다. 실험에 사용한 시

약으로는 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl, L-tyrosine, 

tyrosinase (from mushroom)은 Fluka (USA)에서 구입

하였으며, xanthine, xanthine oxidase, lipoxygenase, li-

nolenic acid는 Sigma (USA)에서 구입하였다. 또한, 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Hyclone, 

USA), fetal bovine serum (FBS, Hyclone, USA), tryp-

sin-EDTA solution (GIBCO, USA), dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Sigma, USA), α-melanocyte-stimulating hor- 

mone (α-MSH, Sigma, USA) 등을 사용하였다. 마우

스 흑색종 세포주인 B16F1은 ATCC (American Type 
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Figure 1. Scheme for preparation of samples from oriental 

medical prescriptions.

Culture Collection, USA)에서 분양받아 사용하였다. 기

기로는 UV-Vis spectrophotometer (UV-1800, Shimadzu, 

Japan), ELISA reader (EL800, BIO-TEK Instrument, 

USA) 등을 사용하였다. 

2.2. 한방복합처방단의 추출 및 정제 

  Table 1에 기재된 23종의 약재 비율로 100 g를 정량하

여 분쇄하고 추출기에 넣은 후, 75 % 에탄올(EtOH) 수

용액 1 L을 넣고 환류 냉각 추출한 후 와트만 2번 여과지

로 여과하고, 추출여액을 회전식 증발 건조기(rotary 

evaporator)에서 60 ℃로 감압 농축하여 한방 복합 처방

단 조추출물(EEX-75 % EtOH)을 3.27 g를 얻었다. 조

추출물을 10 % EtOH수용액 1 L로 용해시킨 후, 상업적

으로 판매되어 사용하고 있는 viscozyme L (100 FBG/g, 

Novo Nordisk Co., Denmark), Pectinex (5,000 FDU/mL, 

Novo Nordisk Co., Denmark)를 이용하여 효소처리를 실

시하였다. Viscozyme은 arabanase, cellulase, β-gluca- 

nase, hemicellulase, xylanase 등을 포함한 탄수화물분해

효소이며, pectinex은 pectintranseliminase, polygalactu- 

ronase, pectinesterase를 주성분으로 하는 펙틴분해효소

이다. 이 효소를 1 % 농도로 처리한 후 50 ∼ 60 ℃에서 

10 h 동안 교반하면서 가수분해처리한 후, 동량의 hex-

ane으로 탈지하고 ethyl acetate (EtOAc)로 분획 농축

하여 시료 2종(EEX-Vis-EtOAc, EEX-Pec-EtOAc)을 

제조하였다. 이들의 정제 모식도를 Figure 1에 나타내었

고, 수율 및 물리적 특징을 Table 2에 나타내었다.

Table 2. Physical Properties of Oriental Medical Prescrip-

tion

Material Yield (%) Appearance pH

 EEX-75 % EtOH

 EEX-Vis-EtOAc

 EEX-Pec-EtOAc

3.27

0.90

1.06

Paste

Powder

Paste

4.58

4.26

4.45

2.3. 한방복합처방단의 항산화효과 평가

  2.3.1. 자유라디칼 소거효과 측정

  자유라디칼 소거활성 시험은 안정한 자유라디칼 1,1- 

diphenyl-2-picrylhydrazyl radical을 사용하는 방법으로

[15] 메탄올에 용해시킨 0.2 mM의 DPPH 용액 1 mL에 

시료 각각의 농도를 메탄올에 녹여 2 mL로 하여 혼합하

고, 실온에서 10 min동안 반응시킨 후 UV-Vis spec-

trophotometer로 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대

조군은 시료액 대신 메탄올을 넣었으며, DPPH 용액 대

신 메탄올을 넣어 보정값을 얻었다. 자유라디칼 소거율

은 하기의 식에 따라 계산하였다.

               대조군의 흡광도 - 시료첨가군의 흡광도
 소거율(%) =                                        × 100
                         대조군의 흡광도

  2.3.2. 활성산소 소거효과 측정

  활성산소(superoxide anion) 소거활성 평가는 Noro 등

의 방법을[16] 활용하여 xanthine/xanthine oxidase 효

소반응에 의한 활성산소 발생계를 이용하여 활성산소에 

의한 NBT (nitroblue tetrazolium, Sigma)의 산화에 의

한 흡광도 변화를 측정하였다. 0.05 M Na2CO3 (Sigma), 

3 mM xanthine, 3 mM EDTA, BSA (bovine serum al-

bumin, Sigma), 0.75 mM NBT 및 시료를 넣고 잘 혼합

하여 25 ℃에서 10 min동안 정치하였다. Xanthine oxi-

dase를 넣고 25 ℃에서 20 min 반응시킨 후에 6 mM 

CuCl2 (Sigma)를 넣어 반응을 정지시키고 UV-Vis spec-

trophotometer로 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대

조군은 시료 대신 정제수를 넣고, xanthine oxidase 대신

에 정제수를 넣어 색 보정값을 얻었다. 소거율은 자유라

디칼 소거율에 사용된 식에 따라 계산하였다.

2.4. 한방복합처방단의 Lipoxygenase 활성 저해효과 평가

  항염 활성효과를 확인하기 위해 lipoxygenase에 대한 

활성저해를 측정하였다[17]. 1 mM linolenic acid 1 mL

에 시료 0.1 mL (1 mg/mL), 0.1 M sodium phosphate 
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buffer (pH 7.0)에 용해시킨 lipoxygenase 0.9 mL을 넣

은 후, 25 ℃의 수욕조에서 10 min 동안 반응시켰다. 20 % 

(w/v) trichloroacetic acid 0.5 mL를 넣어 반응을 종결

시키고, 0.6 % (w/v) thiobarbituric acid를 1 mL 넣은 

후 끓는 물에서 10 min 동안 발색시켰다. 그 후 얼음물에 

2 min 냉침시키고, n-buthanol 2 mL를 넣고 진탕혼합한 

후, 3,500 rpm에서 5 min동안 원심분리하였다. 상층

(n-buthanol)을 취하여 535 nm에서 흡광도를 측정하였

다. Lipoxygenase 활성 저해율은 다음 식에 따라 계산하

였다.

                  대조군의 흡광도 - 시료첨가군의 흡광도
활성 저해율(%) =                                       × 100
                          대조군의 흡광도

2.5. 한방복합처방단의 5α-Reductase 활성 저해효과 평가 

  5α-reductase 활성 저해효과는 rat prostate 5α-re- 

ductase를 이용하여 첨가한 
[3H]testosterone이 

[3H]dihy-

drotesto sterone으로 전환되는 양으로 평가하였다[18]. 

7 ∼ 8주령된 SD 수컷을 ethyl ether로 마취시킨 후 경추

도살 하여 전립선을 적출하고, 곧바로 액체질소에 넣어

서 보관하였고, 실험마다 필요한 양의 전립선을 꺼내어 

사용하였다. 전립선을 4 ℃의 homogenizer buffer (20 

mM potassium phosphate (pH 6.6), 0.32 M sucrose, 1 

mM dithiothreitol (DTT), 0.2 mM phenylmethyl-sul- 

fonylfluoride (PMSF))를 넣은 glass homogenizer에 넣

고 뿌옇게 될 때까지 분쇄하였다. 원심분리(1,500 rpm, 

20 min, 4 ℃) 후 pellet을 얻은 후에 두 번 세척하고, pel-

let에 homogenizer buffer를 넣어 suspension하여 crude 

enzyme으로 사용하였다. Microtube에 crude enzyme과 

시료 및 reaction buffer (40 mM potassium phosphate 

(pH 6.6), 200 µM NADPH, 1 mM DTT, 120 nCi 

[1,2,6,7-3H]T)를 넣어 최종 반응액을 500 µL로 맞춘 후, 

37 ℃에서 1 h 동안 반응시켰다. 1 mL의 ethyl acetate를 

넣고 vortex 후, 원심분리(1,000 rpm, 5 min)하여 상층액

을 취해서 새로운 microtube로 옮긴 후, heating plate 

(60 ℃)를 이용하여 완전히 건조하였다. Microtube에 50 

µL의 ethyl acetate를 넣고, TLC plate에 spotting하고 

전개용매(50 % cyclohexane, 50 % ethyl acetate)하에

서 3회 전개하였다. UV spectrometer로 254 nm에서 

testosterone을 확인하고 10 % 황산을 뿌려서 dihydro- 

testosterone를 확인하였다. Testosterone과 dihydro tes-

tosterone 부위를 가위로 오려내서 각각의 scintillation 

vial 에 넣고 cocktail 10 mL을 넣어 β-counter로 측정하

여 전환율을 계산하고, 그 결과를 대조군(추출물을 첨가

하지 않았을 때의 전환율)과 비교하여 다음 식으로 5α- 

reductase 활성 저해율을 계산하였다.

                (A - B)
  저해율(%) =          × 100
                   A

  A = testosterone에서 dihydrotestosterone으로의 전

환율(시료 미첨가 시)

  B = testosterone에서 dihydrotestosterone으로의 전환

율(시료 첨가 시)

2.6. 한방복합처방단의 흑모효과 평가

  2.6.1. 세포 생존력 시험

  본 실험에서 B16 세포주에 대한 시료의 처리농도를 결

정하기 위해 MTT [3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5- 

diphenytetrazolium bromide, Sigma] assay를 Mosmann

의 방법[19]을 변형하여 실시하였다. 이 분석법은 노란

색의 수용성 기질인 MTT를 진청색의 비수용성 for-

mazan으로 변환시키는 살아있는 세포의 mitochondria 

dehydrogenase의 능력을 이용한 방법이다. 생성된 for-

mazan의 양은 살아있는 세포 수에 비례한다.

  B16 Melanoma cell을 1 × 104 cells/well 농도로 96- 

well plate에 분주하여 4 h 정도 배양한 후, 각 well에 적

당한 농도로 시료를 처리하여 CO2 배양기에서 72 h 더 

배양하였다. MTT 용액(5 mg/mL) 10 µL을 첨가하고 4 

h 후 상등액을 제거하고, 150 µL의 dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Sigma)를 첨가한 후 microplate reader (EL800, 

BIO-TEK Instruments, USA)로 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 

  대조구는 시료를 처리하지 않은 배양액으로 설정한 후 

흡광도를 측정하였다. 세포의 생존능력은 다음의 식에 

따라 계산하였다.

                  시료 첨가군의 흡광도 - 대조군의 흡광도
세포생존율(%) =                                         × 100
                             대조군의 흡광도

  2.6.2. Melanin 생성량 측정

  흑모 생성 촉진 효과를 검정하는 방법으로써, B16F1 

멜라노마에 대한 멜라닌 생성율을 측정하여 흑모 생성 

촉진 효과를 판단하였다. 세포주는 B16 melanoma cell사

용하였으며, 멜라닌 함량 측정은 Meyskens의 방법[20]
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Figure 2. Effect of oriental medical prescriptions on 

DPPH free radical scavenging activity. Values repre-

sented in the figure are mean ± SD of three replicates 

(
**p ˂ 0.01). 

을 변형하여 사용하였다. B16F1 흑색종 세포를 10 % 

FBS가 함유된 DMEM 배지로 6 well plate에 1 × 105 

cells/well이 되도록 분주하여 5 % CO2, 37 ℃ 조건하에

서 24 h 동안 배양하였다. 배양액을 제거하고 시료를 농

도별로 배지에 희석하여 교체한 후, 최종 200 µM α- 

MSH이 되도록 첨가하여 48 h 동안 더 배양하였다. 대조

군은 시료를 첨가하지 않고 α-MSH만 첨가한 것으로 

하였다. 배양 후 배양액을 제거하고 PBS로 세척한 후, 

10 % DMSO가 함유된 1 N NaOH를 첨가한 후 50 ℃ 항

온조에서 세포내 멜라닌을 용해시켰다. 이 액을 ELISA 

reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 멜

라닌 표준 정량 곡선을 이용하여 멜라닌 양을 구하였으

며, 총 단백질로 보정하였다.

2.7. 피부안전성 시험

  한방 복합 처방단에 대한 피부안전성, 즉 피부반응의 

관찰을 통해서 자극 혹은 알레르기성 반응의 발생 여부

를 알아보기 위하여 인체 첩포 시험을 실시하였다.

  임상시험 시험기준에 부합하고 제외기준에 해당되지 

않는 18세 이상의 여성 30명을 피험자로 선정하였다. 우

선, 첩포 부위인 등을 70 % EtOH로 세척한 후, 준비된 

시험물질을 IQ UltraTM chamber 내에 20 µL을 적하시켰

다. 48 h가 지난 후 첩포를 제거하고 약 1 h간 안정을 취

하도록 한 후 첫 판독을 시행하였고, 첩포 부착 후 96 h

가 경과한 후 2차 판독을 시행하였다. 평가기준은 Forsch 

& Kligman [21]과 The Cosmatic, Toiletry, and Fragrance 

Association (CTFA) guideline[22]을 반영한 판정기준

에 따랐으며, 피부반응도의 평가는 다음 계산식으로부터 

계산된 평균값으로 하였다.

                        가중치 × 반응인원수
피부반응도(%) = Σ                             × 100
                     4(최대가중치)×n(전체인원수)

2.8. 통계처리

  모든 실험 결과들은 3회 반복 측정하여 평균±표준편

차로 나타내었고 통계적 유의성은 SPSS 12.0 (Statisti-

cal Package for Social Sciences, USA) software를 이용

하였으며, p ˂  0.05일 때 통계적으로 유의하다고 판단하

였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 한방복합처방단의 항산화효과

  3.1.1. 자유라디칼 소거효과

  DPPH는 화합물 내 질소 중심의 radical로 free radical

의 안정된 모델이다. 따라서 반응 중 DPPH의 감소는 

free radical의 소거반응이 진행됨을 알 수 있고 지질과산

화의 초기반응의 억제정도를 예측할 수 있다. 

  한방 복합 처방단의 항산화 효과를 알아보기 위해 

DPPH를 이용하여 항산화 효과를 측정하였으며 양성 대

조군으로는 항산화 효과가 알려진 dl-α-tocopherol 

(1,000 IU/g, Sigma)을 이용하여 항산화 효과를 비교하

였다. 그 결과 free radical을 50 % 소거할 수 있는 농도

(IC50)가 한방 복합 처방단의 75 % EtOH 추출물보다 

viscozyme 또는 Pectinex로 효소처리한 분획물의 항산

화 효과가 월등히 증가함을 확인하였다. Pectinex보다는 

viscozyme 효소처리한 분획물에서 상대적으로 좋은 활

성이 나타났으며, viscozyme으로 처리한 분획물은 dl-α- 

tocopherol과 유사한 항산화 활성을 나타내었다.

  3.1.2. 활성산소 소거효과

  Superoxide radical 소거활성 평가는 xanthine/xan-

thine oxidase 효소반응에 의한 활성산소 발생계를 이용

하여 활성산소에 의한 NBT의 산화에 의한 흡광도 변화

를 측정하였으며 양성 대조군으로 dl-α-tocopherol을 이

용하였다. 그 결과 superoxide radical을 50 % 소거할 수 
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Figure 3. Effect of oriental medical prescriptions on su-

peroxide anion scavenging activity. Values represented in 

the Figure are mean ± SD of three replicates (**p ˂  0.01). 

Figure 4. Effect of oriental medical prescriptions on lip-

oxygenase inhibition. Values represented in the figure are 

mean ± SD of three replicates (*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01). 

Figure 5. Effect of oriental medical prescriptions on 5α- 

reductase inhibition. Values represented in the figure are 

mean ± SD of three replicates (
*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01).

있는 농도(IC50)로 한방복합처방단의 75 % EtOH 추출

물 보다 viscozyme 또는 pectinex로 효소처리한 분획물

의 항산화 효과가 월등히 증가함을 확인하였다. Pectinex

보다는 viscozyme 효소처리한 분획물에서 상대적으로 

좋은 활성을 나타내었다. DPPH radical 소거활성과 같이 

종합해 볼 때, viscozyme 및 pectinex로 처리한 한방 복

합 처방단은 지질 radical과 반응하는 primary 항산화제

로서 매우 효과적임을 알 수 있었다. 

3.2. 한방복합처방단의 Lipoxygenase 활성 저해효과

  Lipoxygenase는 linoleic acid, linolenic acid, arach-

idonic acid와 같이 분자 내에 1,4-cis,cis-pentadiene 구조

를 갖는 불포화 지방산에 분자상 산소를 첨가하여 1,3- 

cis, transdiene 5-hydroperoxide를 생성하는 산화효소로 

아라키돈산으로부터 각종 염증 및 알레르기성 질환에 관

여하는 leucotriene 생합성의 첫 번째 반응에 관여하는 

효소이다. 따라서 구조적, 메커니즘적으로 lipoxygenase

와 유사한 soybean lipoxygenase를 이용하여 lipoxyge-

nase의 저해 활성을 측정하여 항염 활성 효과를 평가할 

수 있다. 그 결과, 한방복합처방단의 75 % EtOH 추출물

에서는 1 mg/mL에서 lipoxygenase 활성 저해효과가 나

타나지 않았으나, viscozyme 또는 pectinex로 효소처리

한 분획물에서 항염효과가 증가함을 알 수 있었다. 특히, 

pectinex로 효소처리한 분획물에서는 1 mg/mL에서 

24.053 ± 2.265 %로 상대적으로 좋은 lipoxygenase 활성 

저해효과를 나타내었다.

3.3. 한방복합처방단의 5α-Reductase 활성 저해효과

  탈모를 유발하는 활성 남성호르몬인 dihydrotestoster-

one의 생성을 촉진하는 5α-reductase 활성 억제력을 측

정하였으며 양성 대조군으로는 linolenic acid를 사용하여 

5α-reductase 활성 억제력을 비교하였다. 그 결과  5α- 

reductase 활성을 50 % 저해할 수 있는 농도(IC50)가 한

방복합처방단의 75 % EtOH 추출물보다 viscozyme 또

는 pectinex로 효소처리한 분획물에서 월등히 증가함을 

확인하였다. pectinex보다는 viscozyme 효소처리한 분획

물에서 상대적으로 좋은 활성이 나타났으며, viscozyme

으로 처리한 분획물은 linolenic acid보다도 좋은 저해효

과를 나타내었다.
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Figure 6. Effect of oriental medical prescriptions on the 

viability of B16 melanoma cells. Values represented in the 

figure are mean ± SD of three replicates (
*p ˂ 0.05).

Figure 7. Stimulatory effect of oriental medical pre-

scriptions concentration on melanin content of B16 mela-

noma cells. Values represented in the figure are mean ± 

SD of three replicates (
*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01). 

3.4. 한방복합처방단의 흑모효과

  3.4.1. Melanoma Cell의 생존율

  한방 복합 처방단이 B16 melanoma cell의 증식에 어떤 

영향을 미치는가를 알아보기 위하여 시료를 농도별로 처

리하고, 48 h 후에 MTT 방법으로 세포의 생존율을 관찰

하였다. Figure 6에서 보는 바와 같이 75 % EtOH 추출

물 의한 세포의 생존율은 50 µg/mL에서도 90 % 이상의 

생존력을 보였으며, viscozyme 또는 pectinex로 효소 처

리한 분획물에서는 세포 증식 효과를 보임을 확인하였

다. 따라서 50 µg/mL 이하의 농도 범위에서 한방복합처

방단의 B16 melanoma cell에 대한 독성이 미미한 것으로 

판단하고 50 µg/mL 이하의 농도로 실험을 진행하였다. 

  3.4.2. Melanin 생성 촉진 효과

  B16 세포주는 마우스에서 유래한 멜라닌이라는 흑색 

색소를 분비하는 세포로서 멜라닌을 생합성한다. 한방 

복합 처방단이 멜라닌 합성에 미치는 영향을 확인하기 

위해 B16 melanoma cell을 이용하여 멜라닌 함량을 측정

한 결과를 Figure 7에 나타내었다. 한방복합처방단의 75 

% EtOH 추출물보다 viscozyme 또는 pectinex로 효소 

처리한 분획물에서 멜라닌 생성량이 농도 의존적으로 증

가함을 확인하였다. 이 결과는 모근 주위의 멜라노사이

트를 활성화시켜 멜라닌의 생산을 증가시킴으로써 흑모 

생성을 촉진하는 것으로 판단되어진다.

3.5. 피부자극 평가 

  피험자 30명에 대하여 실시한 인체 첩포 시험의 검사 

결과에 근거하여 48 h 및 72 h의 평균 반응도를 비교하

였으며, 이를 기준으로 하여 그 결과를 판정한 결과, 한

방복합처방단의 viscozyme 및 pectinex로 각각 효소 처

리한 분획물 1 %에 대한 피부반응도(means)는 0으로 

대조군과 마찬가지로 자극이 없는 저자극으로 판정되어 

독성이 거의 존재하지 않는 안정한 소재임을 알 수 있었다.

4. 결    론

  본 연구에서는 한방 복합 처방단을 이용하여 효소 처

리한 후 탈모 방지 및 발모 효능에 대한 화장품 원료로서

의 가능성을 알아보았다. 

  한방복합처방단을 viscozyme 및 pectinex로 효소처리

한 분획물이 75 % EtOH 추출물과 비교하여 항산화 효

과, 항염 효과, 발모 효과 및 흑모생성 효과가 월등히 증

가함을 알 수 있었다. 이는 한방 복합 처방단 배당체형태

의 화합물이 발효에 의해 aglycone 형태의 화합물로 전

환함으로써 생리활성 효과가 증진된 것으로 여겨지며, 

변환된 aglycone 형태의 화합물의 구조분석을 LC-MSMS

로 진행 중이다.

  DPPH radical 소거효과에서 viscozyme과 pectinex로 

효소 처리한 분획물은 각각 IC50 값이 22.219 ± 0.622 µg/ 

mL, 34.155 ± 0.095 µg/mL를 나타내었으며, superoxide 

radical 소거효과에서는 각각 470.056 ± 15.023 µg/mL, 

816.135 ± 24.012 µg/mL로 우수한 항산화 효과를 보였다.

  Lipoxygenase 활성 저해 효과는 1 mg/mL에서 visco-

zyme과 pectinex로 효소 처리한 분획물에서 각각 15.180 

± 4.269 %, 32.169 ± 1.767 %의 저해 효과를 나타내었으
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며, 5α-reductase 활성 저해 효과는 처리 농도가 증가함

에 따라 농도 의존적으로 저해 효과를 나타내었으며 각

각 IC50 값이 29.983 ± 6.832 µg/mL, 38.535 ± 6.319 µg/ 

mL로 탈모 방지 효과를 나타내었다. B16 melanoma cell

에서는 농도 의존적으로 멜라닌 생합성이 증가함을 확인

함으로써 흑모 생성을 촉진하는 것을 확인하였다. 한방 

복합 처방단의 효소 처리 분획물은 피부 자극없이 모발

제품의 기능성 원료로서 큰 가능성을 가지고 있는 것으

로 판단된다.
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