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백지 에탄올추출물의 미백효능 연구
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요  약  본 논문은 백지 에탄올추출물의 미백효능을 조사하기 위하여 melan-a cell, 브라운 기니피그 및 HMB-45 염
색을 사용하였다. melan-a 세포에 시료를 6.25, 12.5, 25, 50, ㎍/㎖ 농도로 처치하여 세포 생장율의 변화 관찰 및 멜라
닌세포의 형태학적 변화를 관찰하였다. 또한 brown guinea pig (450 ̃500 g)등 부위에 1500 mJ/㎠ 광량의 ultraviolet B 

조사로 유발시킨 인공색소반 (ф 2 mm)에 1일 2회, 주 5일, 매회 30 ㎕씩 총 5주간 시료를 도포하여 주 1회 육안적 
변화를 관찰 하였고, 실험 5주째 되는 날 실험동물은 염산 케타민으로 마취 후 시료를 도포한 인공색소반 부위를 
biopsy punch로 절취하여 HMB-45 염색으로 멜라닌소체 내 glycoprotein(gp100) 단백질의 조직학적 변화를 관찰 하였
다. 세포생장율 측정에서 시료처치 6.25~50 ㎍/㎖에서의 세포생장율은 높았고, 멜라닌세포의 형태학적 변화에서는 시
료처치 농도가 증가할수록 멜라닌합성 및 수지상 돌기가 적게 관찰 되었다. 동물 실험 육안적 관찰에서 시료 도포군
이 용매대조군에 비해 멜라닌 색소침착 정도가 확연하게 밝아졌고, gp100 단백질의 조직학적 관찰에서 시료 도포군은 
gp100 단백질 발현 정도가 현저하게 줄어들었으며, 영상분석에서도 시료 도포군이 용매대조군에 비해 유의하게
(p<0.001) 감소하였는데 이러한 결과는 현미경 관찰 결과와 일치하였다. 이상의 결과를 종합하면 백지 에탄올추출물은 
우수한 미백효과가 있는 것으로 판단된다.

Abstract  To investigate whitening Effects of Angelica dahurica Radix Ethanol Extract (ADEE), we used 
melan-a cell line, brown guinea pig, and HMB-45. We treated with ADEE of 6.25, 12.5, 25, and 50 ㎍/㎖ 
concentration in order to evaluate the effect of ADEE on cell viability and on morphological observation of 
melan-a cells. Also we were induced the artificial tanning spots by 1,500 mJ/㎠ of ultraviolet B radiation on 
the backs of brown guinea pigs (approximately 450 &#820;500g) and then the test agent of 30㎕ was applied 
on the spots twice a day, five days a week, for five weeks respectively. The visible whitening effect was 
evaluated once a week. At the end of the experiment, the animals were sacrificed under anesthetization. The 
artificial tanning spots were obtained by biopsy punch and stained with HMB-45 to observe the gp100 proteins 
which were melanosomes. Our results show that cell viability was not reduce at ADEE concentrations between 
6.25 and 50 ㎍/㎖, melanin synthesis and melanocyte dendricity were decreased in ADEE treated melan-a cells 
increasing ADEE concentration. In the gross observation, ADEE treated groups had lower pigmentation than the 
vehicle control groups. And in the histological observation, ADEE treated groups had lower melanocytes than 
the vehicle control groups. Also in the quantitative analysis of the gp100 proteins using image analysis software, 
ADEE treated groups had a significantly lower value (p<0.00l) than the vehicle control group and this results 
agreed with the results of observation under microscope. From these results, we concluded that ADEE had 
positive whitening effect.  
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1. 서론 

최근 평균수명의 연장과 레저 활동의 증가로 인한 자
외선 노출 증가와 환경오염에 의한 오존층의 파괴 및 이
에 따른 자외선의 절대량 증가로 자외선에 의해 야기되
는 피부변화가 증가되고 있는 추세이다[1]. 이러한 환경
에서 자외선으로 인한 피부의 손상과 광노화에 의해 야
기되는 피부색소침착이 심해지고 있는 가운데 피부착색
에 대한 관심이 날로 높아지고 있다. 피부는 외부환경으
로부터 신체를 보호하기 위한 생화학적이고 물리적인 기능
을 수행하는 조직중의 하나로 표피, 진피, 피하지방층으로 
구성되어 있다[2]. 그 중 표피의 기저층에 존재하는 멜라닌
은 인간의 피부색을 결정짓는데 가장 중요한 역할을 하며, 
멜라닌세포 내 멜라노좀에서 합성된다. 멜라닌 과립을 포함
하고 있는 멜라노좀은 멜라닌세포의 수지상 돌기 끝부분으
로 이동하여 각질세포의 세포질 내로 전달되며, 멜라닌은 
각질세포의 핵 주위에 축적하게 된다[3]. 이렇게 축적된 멜
라닌은 각질 속에 포함된 채 떨어져 나가는 것을 28일 주기
로 반복하고 있다[4]. 멜라닌세포의 수는 인종이나 성별에 
따라 차이가 없으며, 인종에 따른 피부색은 각질세포 속에 
들어 있는 멜라닌소체의 분포, 수 및 크기와 밀접한 관계가 
있으며, 피부 색소침착 정도는 유전, 멜라닌 세포 자극호르
몬(ɑ-melanocyte stimulating hormone) 및 자외선과 같은 환
경적 요인에 의하여 결정되고[5] 멜라닌세포 내 tyrosinase 
활성은 인종에 따라 다르며, 흑인의 피부 멜라닌 내 
tyrosinase 활성도가 높다[6]. 표피에 분포하는 멜라닌은 자
외선을 흡수하고 차단 보호하는 광보호 작용을 하지만[7], 
과도한 색소침착은 기미와 주근깨를 형성하고 피부노화를 
촉진하는 등 미용적인 면에서도 부정적인 기능을 나타내고 
있다. Eumelanin의 합성은 L-tyrosine을 기질로 하여 
tyrosinase 에 의해 DOPA(L-3,4-dihydroxy phenylalanine)
로 수산화, DOPA에서 DOPAquinone으로 산화된 후, 계
속적으로 leucochrome, DOPA-chrom, DHI(5,6-dihydr 
-oxyindole)로 전환되어 tyrosinase의 작용에 의해 멜라닌
이 합성되는 경로와 DOPAchrom에서 TRP2 작용에 의해 
DHICA 로 전환된 다음, TRP1에 의해 5,6-dihydroxyindole 
carboxylic acid로 산화된 후 멜라닌 중합에 의해 
eumelanin이 합성되는 경로가 있다[8,9]. 현재 미백제 원
료로 사용되고 있는 hydroquinone의 미백 기전은 
tyrosinase 활성 부위에 있는 구리와 상호작용을 통해 효
소활성을 감소시키며 tyrosinase에 의해 DNA와 RNA합성
이 저해되어 미백효과를 나타내는 것으로 알려져 있지만
[10], DNA와 RNA 합성 모두에 영향을 줌으로서 멜라닌세
포의 변성과 손상을 일으키며, 또한 유전자 변이를 일으킬 
정도의 강한 세포 독성이 있는 것으로 보고되어 있다[11]. 

누룩곰팡이의 이차 대사산물인 kojic acid 또한 tyrosinase의 
활성에 필요한 구리 이온(Cu2+)을 킬레이트 시켜 멜라닌 생
성을 저해하는 우수한 미백효능을 나타내지만, 사용 중의 
변색, 물질 자체의 불안정성, 피부암 유발 같은 문제점이 있
다는 보고가 있다[12]. 이에 따라 최근에는 인체에 무해하
고 안정성이 높은 천연 미백 물질을 개발하고자 각종 천연물
로부터 미백 효능이 있는 성분을 탐색, 추출하는 연구에 대
한 관심이 더욱 고조되고 있으며, 특히 생약이나 한약재 같
은 천연물이 새로운 신약 후보 물질을 얻을 수 있는 좋은 
재료로 고려되고 있는 가운데 이러한 물질을 이용하여 
미백 작용기전 및 미백 효능에 대한 연구가 활발하게 진
행되고 있다[13,14]. 

백지(Angelicae Dahuricae Radix)는 미나리과
(Umbelliferae)에 속하는 구릿대의 뿌리에서 얻어진 생약
으로 다량의 당과 무기질을 함유하고 있으며[15], 약 
0.07%의 정유 성분을 함유하는 것으로 밝혀졌다[16]. 백
지에 대한 생리활성 연구로는 항혈전 효과[17], 항균 작
용[18], 콜라겐 생성촉진효과[19], 항산화 효과[20] 등이 
보고되고 있다. 이와 같이 백지의 생리활성에 대한 연구가 
다양하게 이루어져 있으나 백지 에탄올추출물의 미백효능
에 대한 연구는 아직까지 미흡한 실정이다.

 Brown guinea pig는 표피에 인간과 유사한 수의 멜라
닌세포와 멜라닌소체를 가지고 있어 자외선과 화학제품
에 반응을 잘 하기 때문에 많은 연구자들이 피부 색소침
착의 병증을 연구하기 위해 사용하고 있다[21-23].

본 연구는 백지 에탄올추출물을 사용하여 세포독성 및 
멜라닌세포 형태학적 관찰을 통해 멜라닌합성 억제 정도를 
분석하고 brown guinea pig를 이용한 동물 실험에서 백지 에
탄올추출물의 미백효과를 검증하여 화장품 천연물 소재로
서의 활용 가능성을 검토 하고자 하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 시료

한국식물 추출물은행에서 분양 받은 백지 에탄올추출물
(PBC-161A)을 용매[propyleneglycol: ethanol: water (5:3:2)]에 
농도별로 용해시켜 사용하였다.

2.2 시약 및 기기

HQ(Hydroquinone), DMSO(dimethyl sulfoxide), arbutin은 
ACROS 사(USA)의 제품을, Propylene glycol은 (주)동양
제철화학(한국)의 제품을, 염산 케타민은 유한양행(한국)
의 제품을 사용하였고, 그 외 일반시약들은 특급품을 사
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용하였다. 실험기기 중 자외선 조사장치는 UVB sunlamp 
(UVM-225D, Mineralight Lamp UVP, USA)를, 자외선 측
정장치는 UV-radiometer(HD 9021, Delta OHM, Italy)를 
사용하였으며, 세포주 관찰은 inverted microscope 
(CKX41, Olympus, Japan), 조직표본관찰은 fluorescence 
microscope(Axio imager, Carl Zeiss, Germany)를, 영상분
석은 i-solution(IMT i-solution ver. 8.0, Canada)을 사용하
였다.  고주영[24] 등은 이러한 시약 및 기기를 사용하여 
2% 삼릉 에탄올추출물을 brown guinea pig 피부에 8주간 
도포한 결과 확연한 미백 효과가 있음을 보고한바 있다.

2.3 세포주 실험

2.3.1 세포주 및 세포배양

C57BL/6 mice에서 유래한 immortalized cell line인 
melan-a 세포를 Dr. Bennett(Cancer Research Center, 
London, England)으로 부터 분양 받아 10% FBS(fetal 
bovine serum)와 1% PS(penicillin/streptomycin), 200 nM 
TPA(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)가 함유된 RPMI 
-1640 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건의 incubator
에서 배양하였다. 

 

2.3.2 MTT assay

Melan-a 세포를 10% FBS, 1% P/S, 200 nM TPA가 합
유된 RPMI-1640 배지에서 37℃, 10% CO2 incubator에서 
72시간 동안 안정화 시킨 후 실험에 사용하였다. melan-a 
세포를 96-well plate에 적정 세포수(0.5×104 cells/well)로 
분주하고 37℃, 10% CO2 incubator에서 24시간 배양한 
다음 백지 에탄올추출물을 농도별(6.25, 12.5, 25, 50, 100 
㎍/㎖)로 희석시켜 200 ㎕씩 넣은 후 37℃, 5% CO2 
incubator에서 48시간 배양하였다. MTT가 0.5 ㎎/㎖ 함유
된 배지를 200 ㎕씩 넣은 후 37℃, 10% CO2 incubator에
서 3시간 배양하였다. Plate를 1000 rpm에서 10분간 원심
분리 하여 cell이 바닥에 가라앉게 한 다음 배지를 버리고 
DMSO를 200 ㎕씩 넣고 plate shaker에서 15분간 cell을 
녹여낸 다음 ELISA reader로 540 ㎚ 파장에서 흡광도를 
측정하였다.

   

2.3.3 세포의 형태 관찰

세포의 형태 변화를 관찰하기 위해 백지 에탄올추출물
을 6.25, 12.5, 25. 50 ㎍/㎖의 농도로 첨가하여 37℃, 10% 
CO2 incubator에서 72시간 배양된 melan-a 세포를 새 배
지로 교환 후 도립현미경으로 관찰하였다.  

2.4 동물 실험

2.4.1 실험동물 및 처치

약 450~550 g의 brown guinea pig 3마리를 OYC 
(Oriental Yeast Co. Ltd, Japan)로부터 분양받아 사육실에
서 1주일 적응 시킨 후, 실험 전 기간 동안 사료와 물은 
자유로이 공급하였고, 사육실온도 22±℃ , 습도50±5%, 
조명주기 12시간씩 밤낮을 유지하였다. 실험동물은 실험 
5주째 되는 날 염산 케타민으로 마취한 후 시료를 도포한 
인공색소반 부위를 직경 12 mm의 biopsy punch로 절취하여 
10%의 중성 포르말린 용액에 12시간 실온에서 고정한 후 조
직학적 관찰에 사용하였다.

2.4.2 인공색소반 제작 및 시료도포

자외선(UVB)에 의한 인공색소반의 제작은 Choi 등
[22]의 방법으로 수행하였다. Brown guinea pig의 등 부위
를 hair clipper로 털을 깍고 깨끗이 면도한 후 염산 케타민
(100 mg/kg)으로 마취한 다음, 동물의 등에 조사부위(󰍋 12 
mm)를 원형으로 뚫은 가죽으로 제작한 천을 덮고 302 nm를 
방출하는 sunlamp를 이용하여 자외선을 조사하였다. 자외
선은 주 1회, 1회 500 mJ/cm² 씩, 3주간 연속으로 하여 총 
1,500 mJ/cm² 조사하였다. UVB 조사에 의해 형성된 인공색
소반에 미백 물질을 도포하는 시점은 색소침착 안정화를 위
해 마지막 자외선을 조사한 10일 후부터 실험군은 1%, 2% 
백지 에탄올추출물을, 양성대조군은 2% 하이드로퀴논을 1
일 2회, 주 5일, 매회 30 ㎕ micro pipette을 이용하여 5주간 
도포하였다. (1%: 0.53 ㎎/㎠/일, 2%: 1.06㎎/㎠/일). 대조군
은 생리식염수를, 용매 대조군은 용매를 도포 하였다.

2.4.3 육안적 관찰

색소침착 확인을 위한 육안적 관찰은 실험기간 동안 
매주 1회, 5주 동안 실험동물의 피부착색 상태를 용매대
조군 도포부위와 시료군 도포부위를 비교하여 상대적인 미
백 효과를 관찰하였고, 피부표면 상태는 디지털카메라로 촬
영하였다.

2.4.4 HMB-45 염색

4 ㎛두께의 박절편을 coating slide에 부착 탈파라핀 
함수 후 benchmark XT automated immunostainer(Ventana 
Medical Systems, USA)를 사용하여 염색하였다. 자동화 과
정은 reaction buffer로 3분간 세척하고 후 3% 2O2에 3분
간 담그어 peroxidase의 활성을 억제시킨 후 일차항체 
HMB-45를 1:100으로 희석하여 반응시키고 reaction 
buffer로 세척한 다음 biotin에 20분 반응 후 streptavidin
에 25분 반응 시켰다. DAB(diamino-benjidine)에 발색 후 
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대조염색, 봉입한 다음 광학현미경으로 관찰하였고, 영상
분석 소프트웨어를 이용하여 멜라닌소체 내 gp100 단백질 
발현정도를 수치화하여 분석하였다.

2.5 자료 분석 

SPSS(v 15.0) 통계프로그램을 이용하여 일원배치 분산
분석(one-way ANOVA)으로 동질성을 분석하였고, 각 군 간
의 비교는 Duncan’s multiple range test로 사후분석을 실시
하였다. 통계학적인 유의성 검증은 α=0.001 이하에서 실시
하였다.

3. 연구결과 및 고찰

3.1 세포주 실험

3.1.1 세포독성(MTT assay)

Melan-a 세포에 대한 백지 에탄올추출물의 세포독성 
확인 및 실험에 사용할 시료의 농도 범위 결정을 위해 
MTT assay를 실시하였다. MTT assay법은 MTT[3-(4,5 
-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyl tetrazolium bromide] 
시약이 세포내로 흡수된 후 미토콘드리아(mitochondrion)
의 succinate dehydrogenase에 의해 formazan을 형성하는
데 이 물질의 세포내 축적은 미토콘드리아의 활성, 넓게
는 세포의 활성을 의미하는 것으로써 세포생장율을 측정
하는 대표적인 방법이다. 세포 생장율에 미치는 백지 에
탄올추출물의 영향을 측정한 결과, 측정농도 100 ㎍/㎖에
서 세포생장률이 68%로 나타나 melan-a 세포에 대한 백
지 에탄올추출물의  최대허용농도는 50 ㎍/㎖로 확인되
었다[Fig. 1]. 
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[그림 1] 백지 에탄올추출물 처치 농도에 따른 세포 생장율
[Fig. 1] Growth activities of melan-a cells treated with  

various concentrations of Angelica dahurica 

Radix ethanol extract. Values are mean±SD of 3 

replicates.

3.1.2 세포의 형태 관찰

Melan-a 세포에 백지 에탄올추출물을 농도별로 처리
하고 세포의 형태학적 변화를 관찰하였다. 멜라닌세포는 
신경능에서 유래한 수지상세포로서 표피 기저층에 존재
하며 한 개의 멜라닌세포와 약 20-40개의 각질형성세포로 
이루어진 표피 멜라닌 단위(epidermal melanin unit)를 형성
한다. 수지상 돌기는 각질세포와의 연결을 위해 멜라닌세
포의 세포막이 확장되는 형태이며, 멜라닌세포 내에 있는 
멜라노좀은 이 수지상 돌기를 통하여 각질세포로 이동하
게 된다[25,26]. Nakazawa et al[27]은 in vitro 에서 멜라
닌세포의 형태는 배양된 멜라닌세포의 과증식 때문에 수
지상 돌기 수의 증가와 함께 수지상돌기 길이가 몸체 길
이의 두 배 이상으로 나타난다는 보고를 하였다. 본 연구
에서도 melan-a 세포의 형태 변화를 도립현미경으로 관
찰한 결과, 시료를 처치하지 않은 정상군의 세포에서는 
수지상돌기 발달과 함께 많은 량의 멜라닌 침전물이 관
찰되어 선행연구와 비슷한 양상을 나타내었다. 대조군에 
비해 시료 처치 농도 6.25 ㎍/㎖에서는 세포 모양과 수에 
있어서 큰 변화가 없는 반면, 양성대조군으로 사용한 
arbutin 25 ㎍/㎖ 처치군과 백지 에탄올추출물은 시료처
치 농도가 증가할수록 정상군에 비해 세포의 밀도는 감
소하였고 합성된 멜라닌과 수지상 돌기가 현저하게 줄어
든 것을 관찰할 수 있었다[Fig. 2]. 

[그림 2] 백지 에탄올추출물을 처치한 melan-a cells에서 
세포 형태 관찰

[Fig. 2] Morphological change of melan-a cells treated 

with Angelic dahurica Radix ethanol extract. 

×200. A: control, B: arbutin 25 ㎍/㎖, C: ADEE 

6.25 ㎍/㎖, D: ADEE 12.5 ㎍/㎖,

       E: ADEE 25 ㎍/㎖, F: ADEE 50 ㎍ /㎖ .

3.2 동물 실험

3.2.1 멜라닌 색소침착 육안적 비교

백지 에탄올추출물이 세포수준에서 멜라닌 생성을 저
해하는 것으로 확인되었으나 동물 시험에서의 미백효능
에 대한 연구는 아직 확인된 바가 없어 본 실험에서는 백
지 에탄올추출물을 도포 전과 도포 5주 후의 brown 
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guinea pig 피부 멜라닌 색소침착 변화 정도 및 백지 에탄
올추출물의 미백 효과를 FDA 공인 제품인 hydroquinone
과 비교 관찰하기 위하여 육안적 관찰을 하였다.

Brown guinea pig는 사람과 같이 표피에 멜라닌세포
가 있기 때문에 자외선에 의해 색소침착이 일어난다. 인
체와 동물의 피부에 자외선을 조사하였을 때 각질형성세
포로부터 분비되는cytokine이 멜라닌세포에 직접 또는 간
접적으로 작용하여 멜라닌세포와 멜라닌 색소침착을 증
가시킨다는 보고가 있다[23,28]. 

자외선에 의해 생성된 색소침착 부위의 색소탈색은 
tyrosinase, TRP1, TRP2, peroxidase의 전사 및 활성 조절, 
ii) 멜라노좀의 각질형성세포로의 이동 및 각질형성세포
에서의 분배 조절, iii) 멜라닌과 멜라노좀의 분해와 색소
화 된 각질형성세포의 턴오버 조절에 의해 일어난다[10]. 
본 연구에서 UVB 조사로 유발된  brown guinea pig의 등 
부위의 인공색소반에 백지 에탄올추출물을 1일 2회, 주 5
일, 5주간 도포하여 육안으로 비교한 결과, 실험 기간 중 모
든 실험군에서 실험물질 도포로 인한 이상 징후는 관찰
되지 않았으며, 양성대조군과 2% 실험군은 시료도포 3주
부터 멜라닌 색소침착 부위가 밝아지기 시작하여 색소침
착 정도가 부분적으로 옅어지는 현상을 관찰할 수 있었
다. 실험 5주에는 용매대조군에 비해 양성대조군과 2% 
실험군의 색소침착 부위에서 선명한 탈색효과를 나타내
었고, 1% 실험군의 색소침착 부위 또한 밝아져 백지 에
탄올추출물의 미백효능을 확인하였다[Fig. 3]. 이와 같은 
결과는 백지 에탄올추출물이 멜라닌세포 수지상돌기에 의
해 각질세포에 전달된 멜라노좀을 분해시키고 색소화 된 
각질형성세포의 턴오버 주기를 촉진, 멜라닌 색소탈색을 
유도하여 미백효과를 나타낸 것으로 사료된다.

[그림 3] 백지 에탄올추출물을 5주간 도포한 브라운 기니
픽 피부에서 멜라닌 색소침착 육안적 관찰

[Fig. 3] Gross observation of depigmenting effect in 

brown guinea pigs treated with Angelicae 

dahuricae Radix ethanol extract for 5 weeks. 

          A: before treatment B: after 5-week treatement, 

C: UVB irradiation group, VC: vehicle 

treatment group, PC: 2% HQ treatment group, 

E1: 1% ADEE treatment group, E2: 2% ADEE 

treatment group.

[그림 4] HMB-45 염색을 한 브라운 기니픽 피부에서 멜라
닌세포 생성율에 대한 조직학적 관찰

[Fig. 4] Histological observation on the production rate of 

melanocyte in brown guinea-pig skin. HMB-45 

immunohistochemical stain, ×200, scale bar 50㎛. 

A: non-treated group, B: UVB irradiation group, 

C: vehicle treatment group, D: 2% HQ treatment 

group, E: 1% ADEE treatment group, F: 2% 

ADEE treatment group.

3.2.2 멜라닌세포 생성 조직학적 관찰

멜라노좀은 멜라닌세포에서만 볼 수 있는 세포내 구조
이며, 멜라닌의 생성 중간 산물들이 큰 반응성을 가지고 
있어 그 독성으로부터 세포를 보호하기 위하여 멜라노좀 
내에서만 멜라닌합성이 일어나는 것으로 보고되고 있다
[29]. 이에 본 연구는 HMB-45 염색으로 멜라노좀에 존재
하는 gp100의 발현 정도와 분포 형태를 분석하여 멜라닌
세포 생성의 변화를 간접적으로 관찰하였다. HMB-45 염
색은 S-100 염색과 함께 멜라닌세포 및 멜라노좀에 대한 연
구에 민감한 지표로 널리 사용되고 있다. S-100에 대한 항체
는 민감도가 높지만 특이성은 낮고, 반면 HMB-45는 특이성
이 높은 것으로 보고되고 있다[30]. S-100은 멜라닌세포와 
랑거한스세포 등에 반응하며, HMB-45는 멜라노좀에 특이
한 당단백질인 gp100에 반응하여 활동성의 멜라닌세포에 
반응을 보인다[23,31]. 멜라닌세포 생성 변화를 간접적으로 
관찰한 결과, 정상군에 비해 대조군 및 용매대조군에서 
gp100 단백질은 증가현상이 주로 기저층에 집결되어 나
타난 반면, 양성대조군과 1%, 2%의 실험군은 대조군과 
용매대조군에 비해 gp100 발현 양상이 현저하게 줄어들
었음을 확인하였다[Fig. 4]. 멜라노좀에서 발현되는 gp100 
단백질의 발현 정도를 측정면적 대비 단백질의 발현면적 
비(%)로 수치화 한 결과, 정상군(2.2%)에 비해 대조군 및 
용매대조군은 각각 12.2%, 9.1%로 유의하게(p<0.001) 높
은 수치를 나타낸 반면, 양성대조군과 1%, 2%의 실험군
은 용매대조군에 비해 각각 2.7%, 6.9%, 5.6%로 유의하
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 Area
   Normal                Control       Experimental

N C            VC           PC E1 E2

Total (㎛
2)  6426.4±370.1 6561.9±392.5 6651.8±336.9 6456.5±317.2 6796.4±391.3 6637.9±323.9

gp100     

protein (㎛
2)

104.3±12.2 1139.64±167.6 806.0±112.65 168.7±23.9 465.6±58.5 269.4±46.6

% of gp100  

protein 
2.2±1.0a

13.0 ±1.5
d

10.1±1.2
c

2.7±1.0
a

6.9±1.1
b

5.6±1.0
b

Values are mean±SD of 6 samples. Values with different superscripts in the same row are significantly different (p<0.001) 

by ANOVA and  Duncan's multiple range test. N: non-treated group, C: UVB irradiation group, VC: vehicle treatment group, 

PC: 2% HQ treatment group, E1: 1% ADEE treatment group, E2: 2% ADEE treatment group.

[표 1] 백지 에탄올추출물을 5주간 도포한 브라운 기니픽 피부에서의 gp100 단백질 발율 비교
[Table 1] The comparison on the expression rate of gp100 protein in the skin epidermis of brown guinea-pig

게(p<0.001) 감소하여 현미경 관찰의 결과와 일치하였다
[Table 1]. 이러한 결과는 본 연구자[32]가 UVB 조사로 
유발된 brown guinea pig의 등 부위의 인공색소반에 백지 
열수추출물 2%를 1일 2회, 주 5일, 8주간 도포 후 S-100 염
색으로 멜라닌세포 생성 변화를 관찰한 결과, 실험군은 
4.6%로 용매대조군(10.2%)에 비해 유의하게(p<0.05) 감소
하였다고 보고한 연구와 비슷한 결과가 나타났으며, 이는 
백지 에탄올추출물이 멜라닌세포 생성을 억제하는데 기인 
한 것으로 해석된다.

4. 요약 및 결론

본 연구는 백지 에탄올추출물의 미백효능을 알아보기 
위해 세포수준에서 melan-a 세포를 사용하여 세포독성 
및 멜라닌세포 형태학적 변화를 관찰한 시험과 brown 
guinea pig의 등 부위에 1500 mJ/㎠ 광량의 UVB 조사로 
유발시킨 인공색소반(ф 12 mm)에 1일 2회, 주 5일, 매회 30 
㎕씩 총5주간 시료를 도포하여 미백효과를 평가한 동물 
실험에서 다음과 같은 결과를 얻었다.

세포독성을 알아보기 위해 수행한 MTT assay 에서 백지 
에탄올추출물은 측정 농도 100 ㎍/㎖에서 세포생존율이 
68%로 나타나 melan-a 세포에 대한 최대허용농도는 50 
㎍/㎖인 것으로 확인되었다. 백지 탄올추출물을 농도별로 
처치한 melan-a 세포 형태학적 변화를 관찰한 결과, 
arbutin 25 ㎍/㎖ 처치군과 백지 에탄올추출물 처치군은 대
조군에 비해 농도가 증가할수록 수지상돌기 및 멜라닌합성 
양상이 확연하게 감소하였음을 확인하였다. 

1%, 2%의 백지 에탄올추출물 도포군, 2%의 하이드로퀴
논 도포군, 용매대조군과 대조군 간에 미백 효과를 육안으
로 비교한 결과, 양성대조군과 2% 실험군은 시료도포 3주
부터 멜라닌 색소침착 부위의 색소침착 정도가 부분적으

로 옅어지는 양상이 나타났으며, 실험 5주에는 용매대조
군에 비해 양성대조군과 2% 실험군의 색소침착 부위에
서 선명한 탈색효과를 나타내었고, 1% 실험군의 색소침
착 부위 역시 현저하게 밝아졌다. gp100 단백질 발현정도
를 통하여 멜라닌세포 생성정도와 분포형태를 간접적으
로 관찰한 결과, 대조군과 용매대조군은 정상군에 비해 멜
라닌세포 생성정도가 증가하였으며 이러한 현상은 주로 
기저층에 밀착되어 나타났고, gp100 단백질 발현면적을 
수치화하여 객관적으로 비교 분석한 결과에서도 정상군
에 비해 대조군과 용매대조군은 gp100 단백질 발현면적
이 유의하게(p<0.001) 높은 것을 확인하였고 양성대조군
과 1%, 2%의 실험군은 대조군과 용매대조군에 비해 유
의하게(p<0.001) 낮은 수치를 나타내었다.

이상의 결과를 종합하면 백지 에탄올추추물을 melan-a 
세포에 처치한 시험에서 세포독성은 보이지 않으면서 멜
라닌합성 억제효과를 나타냈다. Brown guinea pig을 이용
한 동물 실험에서는 백지 에탄올추출물 1%, 2% 모두 멜
라닌색소 침착 부위에서 선명한 탈색효과를 나타내었으
며, 멜라닌세포 증식 또한 감소되어 현저한 미백효과가 
확인되어 미백 화장품 천연소재로 실용 가능성이 있을 
것으로 판단된다. 
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