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ABSTRACT

Objectives : The present study was designed to investigate effects of Ssanghwa-tang  (Shuānghuā-gēng) on 

oxidation/reduction reaction-related and aging-related enzymes in vitro. 

Methods : We performed MTT assay, collagenase inhibition assay, elastase inhibition assay, tyrosinase inhibition 

assay, DPPH free radical scavenging assay, SOD-like activity and xanthine oxidase (XO) inhibition assay.

Results : The 50% ethanol (EtOH) extract of Ssanghwa-tang (SHT) showed 55% inhibition of collagenase 

activity, and 42% inhibition of elastase activity at 1 mg/ml concentration. Also it's treatment showed 18% 

inhibition of tyrosinase activity, to relate whitening effect, at the same dose of 50% ethanol extract of SHT. 

Antioxidant activities were determined by DPPH radical scavenging, XO inhibiting activity and SOD-like 

activity. These scavenging, XO-inhibiting and SOD-like activities were measured in 80%, 75%, and 28% 

inhibitions, respectively, at a 1 mg/ml treated dose, compared to those of control. The inhibitory effects of 50% 

EtOH extract on aging and oxidation-related enzyme activities were higher than those of water extract and 

95% EtOH extract.

Conclusions : Taken together, our findings suggest that the SHT has potential and applicable benefits for 

development of cosmetics to have anti-aging (anti-wrinkle and whitening) and anti-oxidation functions.

Key words : Ssanghwa-tang, anti-aging, anti-oxidation, collagenase, elastase, tyrosinase 

서 론

사람의 피부는 노화가 진행되면서 내적으로는 신진대사를 

조절하는 호르몬의 분비가 감소되고, 외적으로는 자외선에 의

해 주름증가, 탄력감소, 기미, 주근깨 등이 생성된다1). 나이

가 들어가면서 섬유아세포의 작용과 세포수가 감소하여 섬유

성분(콜라겐, 엘라스틴)의 합성량이 줄어들고 collagenase의 

작용이 증가하여 콜라겐의 가교된 형태가 증가함으로서 매끄

러움, 보습, 팽팽함 등이 감소된다2). 노화는 여러 가지 요인

에 의해 발생하지만, 인체 내의 다양한 질병과 더불어 노화를 

촉진하는 원인 중 하나인 활성산소 (ROS ; Reactive oxygen 

species)에 기인하는 것으로 밝혀져 활성산소를 제거하기 위

한 기능성 식품과 화장품 분야의 연구가 활발히 진행되고 있

다. 활성 산소는 인체 내에서 질병과 노화를 일으키는 원인으

로서 활성산소에 대한 항산화력은 노화억제 작용의 척도로 평

가 될 수 있다. 천연 항산화물로서는 페놀성 화합물, 플라본

*교신저자 : 김미려, 대구한의대학교 한의과대학 본초약리학교실 & BK21 한방신약개발연구팀, (재)대구TP 한방산업지원센터
 ·Tel: +82-53-770-2241  ·Fax : +82-53-770-2241  ·`E-mail: mrkim@dhu.ac.kr
 ·접수：2012년 4월 18일  ·수정：2012년 4월 26일 ·채택：2012년 4월 28일



68 大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 27 No. 3, 2012

Scientific name Herbal name Dose (%)

Paeonia lactiflora 芍藥 27.99

Angelica gigas 當歸 11.20

Astragalus membranaceus 黃芪 11.20

Cnidium officinale 川芎 11.20

Rehmannia glutinosa 熟地黃  11.20

Glycyrrhiza uralensis 甘草 8.39

Cinnamomum cassia 肉桂 8.39

Zingiber officinale 生薑 4.46

Zizyphus jujuba 大棗 5.97

100Total (%)

유도체, 아미노산, 펩타이드, a-토코페롤 등이 사용되고 있으

며, 합성 항산화제로는 BHA (Butylated hydroxyanisole)와 BHT 

(Butylated hydroxytoluene)가 있다3). 합성 항산화제는 탁

월한 효과와 경제성 때문에 폭넓게 사용되고 있지만, 열 안정

성이 떨어지고 발암 위험이 제기 되고 있다. 따라서 피부 세

포를 보호할 수 있는 천연 항산화제와 피부를 구성하는 물질

인 콜라겐과 엘라스틴의 분해를 억제할 수 있는 물질을 이용

하여 피부노화를 완화할 수 있는 천연한방소재의 개발에 대한 

관심이 고조 되고 있다. 

雙和湯은 十全大補湯과 함께 우리나라에서 보편적으로 애

용 되고 있는 보약 중의 하나로 東醫寶鑑4) 및 그 처방서인 

方藥合編5)에 기록되어 있는 약재로 芍藥, 當歸, 川芎, 熟地黃 

으로 구성된 四物湯 과 芍藥, 黃芪, 甘草, 肉桂, 生薑, 大棗로 

구성된 黃芪建中湯을 합방한 처방이다. 오래 전부터 혈기가 

손상 되었을 때나 강정 및 피로회복, 병 후 기가 허약할 때6) 

효과가 있으며 현재 한의학에서 한방처방전 뿐만 아니라 분말 

차, 액상 차등의 기호식품 및 건강식품으로도 이용되고 있다. 

본 연구에서 사용되는 소재인 雙和湯은 芍藥, 當歸, 黃芪, 川

芎, 熟地黃, 甘草, 肉桂, 生薑, 大棗로 구성되어 있다. 이 중 

當歸 , 肉桂, 川芎, 甘草는 한방에서 뛰어난 항산화 효과를 

가진다고 보고된 바 있다7). 雙和湯의 기초 실험연구와 임상적 

효능에 대한 연구로는 항피로효과8), 간기능 개선효과9), 중추

신경억제 및 항염증효과10), 진통 및 항경련효과11), 성 호르몬 

분비 촉진 효과12), 골다공증 개선효과13) 등이 보고되고 있지

만 雙和湯에 대한 항산화 및 항노화 연구는 미비한 실정이다. 

이에 본 연구에서는 임상 뿐 아니라 기호식품으로도 널리 판

매되는 雙和湯을 이용하여 추출 용매에 따른 항산화 효과, 주

름개선 및 미백 효과를 비교하여 향장품의 천연 미용 소재로

서의 그 활용 가능성을 알아보고자 하였다.

 

재료 및 방법

1. 시료의 구입 및 추출

본 실험에 사용한 雙和湯(SHT) 소재인 芍藥(국산), 當歸(국

산), 黃芪(국산), 川芎(국산), 熟地黃(국산), 甘草(중국산), 肉

桂(베트남산), 生薑(국산), 大棗(국산)는 대원한약국(대구)에서 

구입하여 4℃ 냉장실에 보관하면서 사용하였다. 시료의 추출

은 열수 추출과 에탄올 추출로 다음과 같이 추출하였다. 열수 

추출물의 경우 시료에 10배 양의 증류수를 첨가하여 80℃에

서 3시간 환류 냉각 추출하였으며, 에탄올 추출물의 경우 각

각 50%와 95% 에탄올에 침지하여 50℃에서 48시간 방치하

여 추출하였다. 실험에 사용된 SHT처방 내용은 東醫寶鑑에 

의하였으며, Table 1과 같은 비율로 혼합하여 추출한 후 원

심 분리하여 상층액을 취하는 과정을 3회 반복하였고, 상층액

을 감압 농축하여 동결건조 후 본 실험의 시료로 사용하였다. 

Table 1. The Prescription of Ssanghwa-tang 

 

2. 세포배양 및 시약

NIH3T3는 마우스의 섬유아세포주로 한국세포주은행에서 

구입하였다. 구입한 세포는 Dulbecco’s modified Eagle 

medium (DMEM)에 5% heat-inactivated fetal bovine 

serum (FBS; GibcoBRL, USA)과 gentamicin (50 mg/ml)

을 첨가한 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양

하였다. Collagenase, elastase, tyrosinase 시약은 Sigma 

Chemical Co (St. Louis, USA).,에서 구입하여 실험에 사용

하였다.

 

3. 세포 생존율 측정

세포를 96-well plate에 8 X 104 cells/ml로 분주하여 안

정화시킨 후 SHT추출물을 농도 별로 처리하여 24시간 배양 

하고 배지를 제거한 후 MTT 용액 (3-[4,5 -dimethylthiazol2 

-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; 0.5 mg/ml)을 

첨가하여 37℃에서 2시간 동안 CO2배양기에서 반응시키면 

불용성의 결정이 생성되게 된다. 이렇게 생성된 불용성 결정을 

dimethylsulfoxide (DMSO)로 완전히 녹인 다음, microplate 

reader (TECAN Austria Gmbh, Austria) 를 이용하여 570 

nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다14). 이렇게 측정된 값을 

이용하여 세포독성을 확인하였다.

 

4. Collagenase 활성 저해 측정

피부 노화 억제 효과를 확인하기 위하여 collagenase 활성 

저해 측정은 아래와 같이 측정하였다15). 즉, 반응구는 0.1 M 

tris-HCI buffer (pH 7.5)에 4 mM CaCl2를 첨가하여, 

4-phenylazobenzyl

oxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-Arg (0.3 mg/ml)를 

녹인 기질액 0.25 ml 및 시료용액 0.1 ml 의 혼합액에 0.15 

ml의 collagenase (0.2 mg/ml)를 첨가하여 실온에서 20분

간 방치한 후 0.5 ml의 6% citric acid를 넣어 반응을 정지

시킨 후 1.5 ml의 ethylacetate를 첨가하여 상등액을 320 

nm에서 흡광도를 측정하였다. Collagenase 활성 저해는 시

료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

 

5. Elastase 활성 저해 측정

피부·주름에 대한 개선효과를 확인하기 위하여 기질로서 

N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide를 사용하여 37℃에서 

30분간 p-nitroanilide의 생성량을 측정함으로서 porcine 

pancreas elastase 활성 저해를 조사하였다16). 각 시험용액

을 일정 농도가 되도록 조제하여 0.1 ml씩 시험관에 취하고, 

50 mM tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 0.05 ml의 

elastase, pancreatic solution (Type I: From Porcine 

Pancreas 유래, 0.6 Units/ml)용액을 각각 첨가한 후 기질

로 50 mM tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 0.1 ml의 

N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide(1 mg/ml)을 첨가하
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여 30분간 반응시키고 microplate reader를 이용하여 410 

nm에서 흡광도를 측정하였다. Elastase 활성 저해는 시료용

액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

 

6. Tyrosinase 활성 저해 측정

피부에 대한 미백 효과를 확인하기 위하여 tyrosinase 활성 

저해를 다음과 같이 측정하였다17). 즉, 시험관에 0.5 ml의 

1/15M sodium phosphate buffer (pH 6.8)에 0.2 ml의 10 

mM L-DOPA을 녹인 기질액 및 0.1 ml의 시료용액을 넣은 

혼합액에 0.2 ml의 110 Unit/ml mushroom tyrosinase를 

첨가하여 25℃에서 2분간 반응시키고 반응액 중에 생성된 

DOPA chrome을 microplate reader를 이용하여 475 nm에

서 흡광도를 측정하였다. Tyrosinase 활성 저해는 시료용액의 

첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

 

7. 전자공여 활성 측정

각 시료의 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH)에 

대한 전자공여 효과로써 시료의 환원력을 측정 하였다18). 즉, 

농도별로 제조한 각 추출물 1 ml의 시료에 0.5 ml의 0.4 

mM DPPH 용액을 가하고, 10초간 혼합 후 37℃에서 30분

간 반응시킨 다음 이 반응액을 microplate reader를 이용하

여 517 nm 에서 흡광도를 측정 하였다.

 

8. SOD 유사 활성 측정

각 시료 0.2 ml에 3 ml의 tris-HCl buffer (50 mM 

tris[hydroxymethyl] aminomethane ＋ 10 mM EDTA, 

pH 8.5) 와 0.2 ml의 7.2 mM pyrogallol를 가하고 25℃에

서 10분간 방치 후 1 ml의 1N HCl로 반응을 정지시킨 후 

microplate reader를 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정

하여 나타내었다19).

 

9. Xanthine oxidase 활성 저해 측정

0.1 ml의 시료용액과  0.6 ml의 0.1 M potassium 

phosphate buffer (pH 7.5)에 0.2 ml의 xanthine을 기질

액으로 첨가하고 0.1 ml의 0.2 Unit/ml xanthine oxidase

를 가하여 37℃에서 5분간 반응시킨 후 1 ml 의1 N HCl를 

가하여 반응을 종료시킨 다음, 반응액 중에 생성된 uric acid

를 292 nm에서 흡광도를 측정하였다20). Xanthin oxidase 

활성 저해는 시료용액의 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율

로 나타내었다.

 

10. 통계 처리 

본 연구에서는 독립적으로 3회 이상 반복 실시하여 실험한 

결과를 평균 ± 표준편차로 표기하였고, 통계적 유의성은 

Student’s t-test로 하였으며, p값이 0.05 미만 일 때 통

계적으로 유의 하다고 판단하였다. 

결 과 

1. 세포 생존율 측정

SHT 열수, 50%, 95% 에탄올 추출물의 세포 독성에 미치

는 영향을 알아보기 위하여 각 추출물을 0.1, 1, 10 mg/ml

의 농도로 배지에 첨가한 후 세포 생존율을 MTT assay로 측

정하였다. NIH3T3 마우스 섬유아세포에 대한 SHT 추출물의 

세포 독성을 측정한 결과, 각 추출물 모두 1 mg/ml의 농도

에서 100%에 가까운 세포 생존율을 나타내었다(Fig. 1). 세

포독성 실험결과를 바탕으로 이후 실험에서는 SHT 추출물의 

농도를 독성을 갖지 않는 최대 농도로 설정하여 주름 개선 효

능 평가를 실시하였다.

Figure 1. Effects of SHT extract on cell viablities. The data were 
expressed as the mean ± S.D. (n = 3). Statistical analysis was 
performed by student's t-test. NS, no significance.  All 
experiments were run in triplicate.

2. Collagenase 활성 저해 측정

SHT 추출물의 collagenase 활성 저해를 측정한 결과 1 

mg/ml의 SHT 50% 에탄올 추출물 농도에서 55% 이상의 

collagenase 활성 저해 효과를 나타내었으며, 10 mg/ml 농

도에서는 90% 이상의 유의적 collagenase 활성 저해 효과를 

나타내었으며, 농도 의존적으로 활성 저해가 높게 나타났다. 

그리고 1 mg/ml의 collagenase 활성 저해에서 열수 추출물

이나 95% 에탄올 추출물과 비교하였을 때, 50% 에탄올 추출

물의 활성 저해가 가장 높은 것으로 나타났다(Fig. 2).

Figure 2. Effects of SHT extract on collagenase activities. The 
data were expressed as the mean ± S.D. (n = 3). Statistical 
analysis was performed by student's t-test. *p<0.05, **p<0.01 
compared with control. All experiments were run in triplicate.

3. Elastase 활성 저해 측정

SHT 추출물을 이용한 elastase 활성 저해를 측정한 결과 

1 mg/ml의 SHT 50% 에탄올 추출물 농도에서 42% 이상의 
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활성 저해를 나타내며, 10 mg/ml 농도에서는 70%이상의 활

성 저해를 나타내었으며, 농도 의존적으로 활성 저해가 높게 

나타났다. 그리고 collagenase 활성 저해 결과와 같이 열수 

추출물이나 95% 에탄올 추출물과 비교하였을 때 50% 에탄올 

추출물의 활성 저해가 가장 높은 것으로 나타났다(Fig. 3).

Figure 3. Effects of SHT extract on elastase activities. The data 
were expressed as the mean ± S.D. (n = 3). Statistical analysis 
was performed by student's t-test. *p<0.05, **p<0.01 compared 
with control. NS, no significance. All experiments were run in 
triplicate.

4. Tyrosinase 활성 저해 측정

SHT 추출물의 tyrosinase 활성 저해를 측정한 결과 1 

mg/ml의 SHT 50% 에탄올 추출물 농도에서 18% 이상의 활

성 저해를 나타내었고, 10 mg/ml의 농도에서는 42% 이상의 

tyrosinase 활성 저해를 나타내었다. SHT 추출물은 양성대조

군인 비타민 C와 비교하였을 때 활성 저해 효과는 미약하였으

나 mushroom tyrosinase에 직접적인 저해 효과를 나타내었

으며, 농도 의존적으로 활성 저해가 나타났다. 그리고 추출 용

매에 따른 차이에서는 열수 추출물이나 95% 에탄올 추출물과 

비교 하였을 때 50% 에탄올 추출물의 활성 저해가 증가하는 

경향을 보였지만 유의적 차이는 나타내지 않았다(Fig. 4).

Figure 4. Effects of SHT extract on tyrosinase activities. The data 
were expressed as the mean ± S.D. (n = 3). Statistical analysis 
was performed by student's t-test. NS, no significance. All 
experiments were run in triplicate.

5. 전자공여(DPPH) 활성 측정

SHT 추출물의 항산화 작용을 확인하기 위해 DPPH를 이

용하여 항산화 작용을 측정하였다. 양성 대조군으로는 항산화 

작용이 있는 것으로 알려진 BHA (butylated hydroxyanisole)

를 이용하여 SHT 50% 에탄올 추출물의 항산화 효과를 비교

하였다. 그 결과, 1 mg/ml의 농도에서 80% 이상의 활성 저

해를 나타내었고, 10 mg/ml의 농도에서는 88% 이상의 활성 

저해를 나타내었다. 농도 의존적으로 DPPH radical 소거작

용을 나타냈고, 양성 대조군과 비교하였을 때 비슷한 활성 저

해를 나타내었다. 그리고 추출 용매에 따른 차이에서는 열수 

추출물이나 95% 에탄올 추출물과 비교 하였을 때 50% 에탄

올 추출물의 활성 저해가 약간 증가하였으나 유의적 차이는 

나타내지 않았다(Fig. 5). 

Figure 5. Effects of SHT extract on DPPH radical scavenging 
activities. The data were expressed as the mean ± S.D. (n = 3). 
Statistical analysis was performed by student's t-test. *p<0.05 
compared with control. NS, no significance. All experiments were 
run in triplicate.

6. SOD 유사 활성 측정

SOD 유사 활성 측정을 위해 산화 효소인 pyrogallo과 함

께 SHT 추출물을 반응시켜 측정하였다. 그 결과 농도 의존적

으로 SOD유사 활성 소거작용을 나타내었고, 1 mg/ml의 농

도에서 28% 이상의 활성 저해가 나타났으며, 10 mg/ml의 

농도에서는 40% 이상의 활성 저해를 나타내었다(Fig. 6). 추

출 용매에 따른 유의적 차이는 나타내지 않았다.

Figure. 6. Effects of SHT extract on SOD-like activities. The data 
were expressed as the mean ± S.D. (n = 3). Statistical analysis 
was performed by student's t-test. *p<0.05 compared with control. 
NS, no significance. All experiments were run in triplicate.

7. Xanthine oxidase 활성 저해 측정

Superoxide radical 이나 hydrogenperoxide와 같은 산화

제의 source로서 작용하는 효소인 xanthine oxidase의 활성 

저해를 측정한 결과,  SHT 50% 에탄올 추출물은 농도 의존

적으로 superoxide radical 소거작용을 나타냈으며, 1 mg/ml

의 농도에서 75%이상, 10 mg/ml의 농도에서는 80%이상의 
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소거 효과를 나타내었다. 양성 대조군과 비교하였을 때 비슷

한 활성 저해를 나타내어 우수한 superoxide radical 소거효

과를 나타내었다(Fig. 7). 추출 용매에 따른 유의적 차이는 

없었다.

Figure. 7. Effects of SHT extract on xanthine oxidase activities. 
The data were expressed as the mean ± S.D. (n = 3). Statistical 
analysis was performed by student's t-test. *p<0.05, **p<0.01 
compared with control. NS, no significance. All experiments were 
run in triplicate.

고 찰

현대인들은 과학기술 문명의 급속한 발달로 인해 경제적, 

시간적으로 풍요로운 삶을 누리고 있다. 그로 인해 건강뿐만 

아니라 외적 아름다움에 대한 욕구가 강해지면서 피부노화에 

대한 관심 또한 높아지고 있다. 피부노화는 외부 환경적 요

인, 생리적 요인, 영양학적 요인, 기타 스트레스, 생활습관, 

잘못된 관리습관 등에 의해 유발 될 수 있으나 피부노화의 원

인으로 밝혀진 것 중 가장 크게 대두 되고 있는 것은 자외선

과 호흡을 통해 생성되는 활성산소(free-radical)이다21). 이

처럼 활성산소가 피부노화의 주원인으로 밝혀짐에 따라 활성

산소를 제거하여 피부노화를 예방하고 지연시킬 수 있는 항산

화 및 항노화 효과를 갖는 천연한방소재 화장품 개발에 대한 

관심이 고조 되고 있다. 雙和湯 처방의 이름은 氣와 血을 雙

으로 조화롭게 해준다는 의미를 가지고 있다. 方藥合編 上統 

31편에 따르면 노동 후, 허약해 졌거나 몸의 손상이 왔을 때, 

큰 병을 앓고 난 뒤 기력이 결핍되었을 때 사용하도록 권장하

고 있다22). 본 연구에서 사용되는 소재인 雙和湯은 芍藥, 當

歸, 黃芪, 川芎, 熟地黃, 甘草, 肉桂, 生薑, 大棗로 구성되어 

있다. 芍藥(Paeonia lactiflora Pall)은 한방에서 진통, 진정작

용, 항균작용, 항혈전 작용, 항종양, 면역증강작용이 있어 치

료약재로 사용되어왔고, 주성분인 albiflorin과 paeoniflorin

은 항산화 효과가 있으며 최근 in vitro 연구에서 콜라겐합성

을 증가 시키는 효과가 있음이 밝혀졌다23). 當歸(Angelica 

gigas Nakai)는 한방에서 진정, 진통작용, 항종양작용, 뇌세

포 보호 작용 등을 하며 빈혈, 환활 효과가 있어 혈행 장애에 

의한 부인과 질환에 사용된다. 주성분으로는 decursin, 

decursinol angelate, decursinol 등이 있다24). 黃芪
(Astragalus membranaceus Bunge)의 생리활성 작용은 항

산화 효과, 간 기능 보호효과, 항바이러스효과, 항고혈압효과, 

세포성장효과, 이뇨 강장 작용, 항염증 및 면역증강작용 등이 

보고되었다25). 주성분으로 triterpenoids, isoflavonoids, 

polysaccharides 등이 알려져 있으며 이 외 다양한 성분들이 

포함되어있다26). 川芎(Cnidium officinale Makino)은 근경을 

건조한 것으로 진경, 혈관확장, 뇌세포 보호 작용, 항산화활성 

및 항균활성27) 등의 작용을 하며, 함유성분으로는 ligustilide, 

cnidilide, neocnidilide, butylphthalide, sedanonic acid 

anhydride 등이 있다28). 熟地黃(Rehmannia glutinosa)의 약

리작용은 말초혈관 순환장애 개선, 항알러지 작용, 골 형성 

촉진작용 등이 알려져 있다. 항노화작용과 관련하여 혈청 

glutathione peroxidase의 활성을 증가시키고 혈청 과산화지

질의 함량을 감소시켜 혈중 SOD (Superoxide dismutase)의 

활성을 증가시킨다고 알려져 있으며29), 주성분으로 

5-hydroxymethyl-2-furaldehyde가 있다. 甘草

(Glycyrrhiza uralensis Fisch)는 콩과(Leguminosae)에 속

하는 다년생 본초로서 주성분인 glycyrrhizin, glycyrrhetic 

acid는 사포닌 계통으로 바이러스질환, 만성간염 및 알레르기

에 효과가 입증되었고, 미량의 flavonoid는 항염증작용, 진경

작용, 항궤양작용, 항균 및 항산화 효과가 보고되고 있다30). 

이처럼 몇몇 단일 소재의 항산화 및 항노화 효과에 대한 연구

는 많이 이루어져 있지만 雙和湯에 대한 항산화 및 항노화 연

구는 미비한 실정이다. 이에 본 연구에서는 항산화 활성이 있

을 것이라 사료되는 雙和湯을 피부에 적용한 후 열에는 안정

성을 가지며, 독성이나 발암성위험이 없는 안전한 천연 항산

화제로서의 효능여부를 검증하고자 하였다.

피부 노화 현상은 피부 각질층의 구조변화, 표피세포의 분

화감소, 진피내 섬유아세포에 의한 단백질 및 세포간 물질의 

생채합성기능 저하에 의해 발생한다31). 세포 외 기질의 주요 

구성 성분인 콜라겐은 피부의 섬유아세포에서 생성되는 주요 

기질 단백질로서, 콜라겐의 생합성과 분해의 조절은 피부노화 

과정 중에서 핵심이 되고 있다. 이러한 콜라겐은 연령 및 자

외선 조사에 의한 광노화에 의해 감소하며, 이는 피부의 주름 

형성과 밀접한 연관이 있다고 알려져 있다32). 그래서 SHT 추

출물의 collagenase 활성 저해를 확인해 본 결과 SHT 에탄

올 추출물이 10 mg/ml 농도에서 90% 이상의 collagenase 

활성 저해 효과를 나타내어 강력한 천연 항산화제로 알려져 

있는 epigallocatechin gallate (EGCG) 1 mg/ml 농도와 비

교해 보았을때  유사한 활성 저해를 나타내어 콜라겐의 분해

를 막아 피부 노화의 대표적 징후인 주름에 효과적임을 확인

하였다.

피부 진피조직 속에서는 콜라겐과 피부의 탄력성에 관련되

는 엘라스틴이 그물망 구조를 형성하고 있는데, 이러한 그물

망 구조가 파괴되면서 내인성 피부 노화가 발생한다. Elastase

효소는 진피 내 피부탄력을 유지하는데 중요한 기질 단백질인 

엘라스틴을 분해할 뿐만 아니라 콜라겐도 분해하여 피부의 탄

력을 저하시킨다33). 그러므로 피부노화의 주원인 중의 하나인 

엘라스틴 분해효소인 elastase활성을 저해시킴으로써 피부 결

합 조직을 유지시켜, 탄력을 유지하고 피부가 처지는 것을 예

방 할 수 있는 것으로 알려져 있으며34) ursolic acid등이 

elastase 저해제로 사용되고 있다. SHT 추출물을 이용한 

elastase 활성 저해를 측정한 결과 특히 SHT 50% 에탄올 

추출물이 10 mg/ml 농도에서 70%이상의 활성저해를 나타내

어 elastase 활성 저해가 우수함을 알 수 있었다.

멜라닌은 생체 내에서 표피, 진피, 점막상피, 모낭, 망막 

등 기타 조직에서도 발견되며, 특히 각질형성세포에서 분비된 

여러 인자가 멜라닌 세포의 성장과 형태 및 분화에 영향을 미
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치며 궁극적으로 피부의 색소침착에 영향을 미친다35). 멜라닌

은 티로신을 기질로 하여 tyrosinase 효소에 의하여 티로신

에서 DOPA, DOPA에서 DOPAquinone으로 전환되고, 이는 

다시 DOPAchrome, DHI, DHICA를 형성하고 최종적으로 

중합반응에 의하여 멜라닌 polymer를 형성하는 것으로 알려

져 있다36). 이 과정에서 초기 두 단계의 반응이 tyrosinase의 

촉매작용을 통하여 일어나며, 멜라닌 세포에서의 tyrosinase

활성은 피부 멜라닌 생성에 결정적으로 영향을 미치게 되고 

피부 멜라닌생성 억제제 개발에 있어서 tyrosinase 활성 억

제제는 매우 큰 의미를 갖게 된다. 따라서 멜라닌 생성을 억

제하는 효소를 찾고 연구하는 것이 피부색소 침착을 막고 미

백제를 개발하는데 있어서 가장 중요한 과제라 할 수 있다37). 

SHT 추출물의 tyrosinase 활성 저해를 측정한 결과 

tyrosinase 활성 저해능을 갖는 양성대조군 비타민 C와 비교 

하였을 때 활성 저해 효과는 미약하였으나, mushroom 

tyrosinase에 직접적인 저해 효과를 나타내었으며, 농도 의존

적으로 활성 저해가 나타났다. 

DPPH는 free radical의 안정된 모델로 반응 중 DPPH의 

감소는 free radical의 소거반응이 진행됨을 알 수 있고 지질

과산화의 초기반응의 억제정도를 예측할 수 있다38). 항산화 

활성을 갖는 물질을 만나면 DPPH의 radical을 소거시켜 보

라색을 잃어 탈색되며 측정 시 그 수치도 낮아진다. 활성산소

는 세포 생체막의 구성성분인 불포화 지방산을 공격하여 지질

과산화 반응을 일으켜 체내 과산화 지질을 축척함으로서 인체 

기능이 저하되고 동시에 색소 침착, 노화 및 성인병 질환을 

유발하는 것으로 알려져 있다39). 따라서 생체 내 항산화 방어

시스템을 증가시키거나 활성산소를 조절할 수 있는 천연물 유

래의 천연항산화제 개발연구의 필요성이 강조되고 있다. SHT 

추출물의 항산화 작용을 확인하기위해 DPPH를 이용하여 항

산화 작용을 측정하였다. 양성 대조군으로는 항산화 작용이 

있는 것으로 알려진 BHA (butylated hydroxyanisole)를 이

용하여 SHT 추출물의 항산화 효과를 비교하였다. 그 결과 

SHT 추출물 10 mg/ml 농도에서 80% 이상의 DPPH 

radical 소거작용을 나타냈고, 0.1 mg/ml 농도의 양성 대조

군과 비교하였을 때 비슷한 활성 저해를 나타내었다. 이러한 

결과로 미루어 볼 때 SHT 50% 에탄올 추출물 자체가 항산

화 작용이 높고 피부에서 흔히 일어나는 활성산소에 대한 노

화 방지에 도움이 될 것으로 사료된다.

SOD (superoxide dismutase)는 항산화 효소로서 세포에 

유해한 oxygen radical을 과산화수소 전환시키고 다시 

catalase에 의하여 무해한 물 분자와 산소분자로 전환시켜 활

성산소로 부터 생체를 보호하여 산화방지와 노화 억제에 밀접

한 관계가 있다40). SOD는 분자량이 비교적 큰 단백질로서 

열이나 알칼리에 약하여 이러한 단점을 보완할 수 있는 저분

자물질로 체내에서 역할이 유사한 SOD 유사활성 물질에 대

한 연구가 많이 진행되고 있다. SOD 유사활성 물질은 효소

는 아니지만 SOD와 유사한 역할을 하는 저분자 물질로 

superoxide의 반응성을 억제하여 항산화력을 나타내는 것으

로 알려져 있다41). SOD 유사활성 측정을 위해 산화 효소인 

pyrogallo과 함께 SHT 추출물을 반응시켜 측정한 결과 10 

mg/ml 농도에서는 40% 이상의 활성 저해를 나타냄으로써 

SHT 추출물의 SOD 유사활성이 산화 방지는 물론 노화억제

와도 밀접한 관계가 있음을 보여준다.

Xanthine oxidase는 모든 purine의 terminal oxidation

에서 rate-limiting enzyme으로 작용하며 superoxide 

radical이나 hydrogen peroxide와 같은 산화제의 source로

서 작용하는 효소이다. 생체내 유리기 생성계의 하나인 

xanthine oxidase는 비특이적 효소로서 주로 퓨린체의 대사

산물인 hypoxanthine을 xanthine으로, xanthine을 다시 산

화시켜 uric acid를 생성하는 반응의 촉매로 작용한다. 

Xanthine oxidase 저해는 통풍억제 및 자유산소기의 생성억

제를 유발하므로 생물학적으로 중요한 의미가 있다42). 양성 

대조군으로 BHA를 이용하여 SHT 추출물의 superoxide 

radical 소거효과를 비교한 결과 1 mg/ml 농도에서 70% 이

상의 superoxide radical 소거효과를 나타냄으로써 0.1 

mg/ml 농도의 양성 대조군과 비교하였을 때 비슷한 활성 저

해를 나타내어 우수한 superoxide radical 소거능을 나타냈

음을 알 수 있었다.

실험 관찰 항목에서 SHT의 50% 에탄올 추출물에서 전반

적으로 우세한 항산화 및 항노화 관련 효소의 활성 억제 효과

를 보였는데, 이는 95% 에탄올 용매나 물에 추출되는 친지

성, 친수성 성분이 아닌 50% 에탄올 용매에 우세하게 추출되

는 유효성분들에 의한 단독 효과나 이들 성분들의 시너지 효

과에 의한 것으로 추측되며, 추후 자세한 성분 및 효능 연구

가 뒷받침 되어야 할 것으로 생각된다.

결 론

최근, 천연 한방소재를 이용한 기능성 한방화장품 개발이 

지속적으로 증가하는 추세이며, 소재개발이 매우 활발하게 진

행되고 있다. 따라서 雙和湯 추출물의 기능성 화장품 소재 활

용 여부와 추출 용매에 따른 활성 변화를 관찰하기 위하여 열

수, 50%, 95% 에탄올 추출액을 이용하여 NIH3T3 마우스의 

섬유아세포에 대한 세포 생존율, 항산화 활성 효과 및 노화관

련 효소에 미치는 영향을 관찰하였고, 다음과 같은 결론을 얻

었다. 

1. NIH3T3 마우스 섬유아세포에 대한 복합추출물의 세포 독

성은 세포 생존율에는 유의적 영향을 나타내지 않았다.

2. Collagenase 활성 저해에서, SHT 50% 에탄올 추출물에

서 collagenase 활성 저해 효과를 나타내었다. 그리고 추

출 용매별로 비교 하였을 때 50% 에탄올 추출물의 활성 

저해가 가장 높은 것으로 나타났다.

3. Elastase 활성 저해에서, SHT 50% 에탄올 추출물은 1 

mg/ml 농도에서 추출 용매별로  비교 하였을 때 50% 에

탄올 추출물의 활성 저해가 가장 높은 것으로 나타났다.

4. Tyrosinase 활성 저해를 측정한 결과 SHT 50% 에탄올 추

출물은 1 mg/ml의 농도에서 18% 이상의 활성 저해를 나

타내었고, 10 mg/ml의 농도에서는 42% 이상의 tyrosinase 

활성 저해를 나타내었다. 그리고 추출 용매에 따른 차이에

서는 50% 에탄올 추출물의 활성 저해가 좋았지만 유의적 

차이는 없었다.

5. DPPH radical 소거율, xanthine oxidase 저해와 SOD-like 

활성을 이용하여 항산화 효과를 측정한 결과, 1 mg/ml의 

농도에서 DPPH radical 소거율이 80%, xanthine 
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oxidase 저해효과가 75%, 그리고 SOD 유사 활성이 28%

를 나타내었다. 농도 의존적으로 억제효과를 나타냈고 양

성 대조군과 비교하였을 때 비슷한 활성 저해를 나타내어, 

활성산소에 대한 노화를 방지하는데 밀접한 관계가 있음을 

보여준다.

이상의 in vitro 연구 결과로 보아 雙和湯 추출물은 세포독

성이 없으면서 항산화 및 항노화 효소 활성을 갖는 천연한방

소재로서, 주름개선과 미백용 한방화장품의 소재로 활용 될 

수 있을 것으로 생각되며, 임상 효능 평가 등의 계속적인 연

구를 통해 실제로 미백 및 주름개선을 위한 기능성 향장 소재

로 개발될 가능성이 매우 높다고 사료된다. 
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