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ABSTRACT

Objectives : Cosmeceutical activities such as anti-oxidative and anti-aging effects of the Doinseunguitang and 

its composition, a traditional prescription, were evaluated.

Methods : We performed MTT assay, melanin synthesis inhibition assay, DPPH free radical scavenging assay, 

SOD-like activity, xanthine oxidase inhibition assay, astringent activity assay, tyrosinase inhibition assay, 

elastase and collagenase inhibition assay.

Results : The results were obtained as follows : DPPH free radical scavenging of water extract Doinseunguitang 

(DISG) and ethanol extract DISG was 60% and 50% at 1,000 ppm. Xanthine oxidase inhibition effect of ethanol 

extract showed more than 80% at 500 ppm. Tyrosinase inhibition and inhibition melanin synthesis activities 

were measured in 40% and 50% at 1,000 ppm and 100 ppm. Elastase and collagenase inhibition rate of ethanol 

extracts DISG 40% and 80% at 1,000 ppm. It was concluded that compositive ingredients (Persicae Seman, 

Glycyrrhizae Radix, Cinnamomi Ramulus, Rhei Rhizoma) influenced the most results.

Conclusions : The results indicated that, ethanol extract which is superior in its anti-oxidative and anti-aging 

effects is useful to be applied in herbal cosmetic industry.
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서 론1)2)

도인승기탕은 도핵승기탕이라고도 불리는 한의학상의 처방

으로 월경통이나 월경불순, 월경곤란과 같은 부인병에 효과가 

있으며1), 무좀과 습진 같은 피부질환에도 주로 처방되어져 질

환을 완화시키는 작용을 한다. 도인승기탕의 처방은 도인, 대

황, 감초, 계지, 망초의 5가지 한약재로 구성되어 있다2). 이 

구성약재들의 효능을 보면 도인은 피부가려움증, 건조, 기미, 

주근깨 등에 쓰이고 단독으로 사용 시, 민감성 피부는 빨갛게 

달아오를 수 있으므로 감초나, 보리, 현미 등과 같이 사용하

는 것이 좋으며 약리작용으로는 혈관확장작용, 항염증작용, 

항알르레기 작용 등이 보고되어있다3). 이러한 도인은 항산화 

작용을 가지고 있어 지질산화물의 억제뿐 만 아니라 노화의 

억제와 항암성 등이 우수한 천연물로 알려져 있다. 또한 염증

성 매개물질의 생성을 강하게 억제하는 물질로 면역질환, 인

체질환 치료에 중요한 도움이 된다. 계지는 피부의 땀구멍을 

열어 땀을 내어 피부를 풀어주어 감기에 매우 효과적인 한약

재로 널리 알려져 있으며 특히 계지의 aldehyde 성분은 항균
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효과와 항바이러스 효과를 띄며4) 이러한 효과로 피부소양증, 

두드러기, 알레르기 비염 등 피부에 효과적으로 작용한다고 

알려져 있다. 망초는 박초를 두 번 달여서 만든 약재로 소염, 

항염 작용이 뛰어나다. 이러한 망초를 사용하여 목욕을 하면 

피부가 미끌미끌해지고 부드러워져 미인탕이라고 불리며5) 또

한 망초는 tyrosinase 활성 저해 효과가 뛰어나 미백효과가 

우수하다고 보고되어진바 있다6). 감초는 중화 및 해독작용을 

하여 독성을 가진 약이나 세균에 의한 독에도 효과가 뛰어난 

한방 처방으로 알려져 있다. 이 추출물에는 강한 콜라겐의 혼

합촉진활성이 있으며 항염증효과, 항알르레기 효과를 가진다. 

또한 감초추출물은 코직산과 아스코르빈산보다 효능이 더 우

수하며 여드름, 피부염, 습진 땀띠에 효과적이며 피부뿐 만 

아니라 두피염증의 발생억제를 위한 항산화물질과 산화질소 

형성억제 물질로 활용될 수 있어 탈모의 예방 및 치료에도 많

이 쓰인다6,7). 대황은 외용약으로 효력이 강하여 화상치료와 

피부병에 이용되고 있으며8), 항산화 효과 및 matrix 

metalloproteinase-1 (MMP-1) 활성저해효과와 자외선에 

의한 MMP-1의 발현을 효과적으로 저해하여 우수한 항노화 

소재로 보고되어진 바 있다9). 이러한 특징을 가진 한방복합처

방인 도인승기탕 및 그 구성약재의 생리활성을 측정하여 화장

품 소재 및 식품 첨가제로서 사용이 가능할지 판단하고자 본 

연구를 실시하였다.

재료 및 방법

1. 재료 및 시료 추출 

도인승기탕(挑仁承氣湯) 제조에 필요한 구성약재는 경산 북

도 경산시 소재의 한약 건재상에서 구입하여 사용하였다. 도

인승기탕은 동의보감2)에 기록된 내용에 준하였으며, 구성약재

는 Table 1과 같다. 대황 3 g, 계지 2 g, 망초 2 g, 감초 10 

g, 도인 10 g를 혼합하여 준비하고 구성약재는 시료 10배씩 

준비하였다. 도인승기탕 및 구성약재는 각각 시료의 10배 되

는 용매를 사용하였다. 열수 추출물의 경우 85 ℃에서 9시간 

환류냉각 추출하여 3회 반복 추출하였고, 에탄올 추출물의 경

우 12시간 동안 침지추출한 후 여과지(Whatman No. 1)로 

3회 반복 여과한다. 각 추출물은 농축 후 동결건조 시켜 분말 

상태로 냉장실에 보관하면서 본 실험의 시료에 사용하였다.  

Table 1. Prescription contents of Doinseunguitang

韓藥名

(Herbal Name)

生藥名

(Scientific Name)
重量 (g)

桃仁 Persicae Semen 10

甘草 Glycyrrhizae Radix 10

大黃 Rhei Rhizoma 3

桂枝 Cinnamomi Ramulus 2

芒硝 Natrii Sulfas 2

2. 세포 배양 및 실험 시약

실험에 사용된 시약인 1-1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

(DPPH), xanthine, xanthine oxidase, pyrogallol, 

mushroom tyrosinase, L-3,4-dihydroxyphenyl-alanine 

(L - DOPA), porcine pancreas elastase (PPE), 

N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide, collagenase 및 

4-phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro- 

D-Arg 등은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하여 사용하였다. 세포 생존율 측정에 사용된 세포

주는 melanoma 세포인 B16F10을 Korean Cell Line Bank 

(KCLB)에서 구입하여 사용하였다. 세포 배양은 10% fetal 

bovine serum (FBS)과 1% penicillin/streptomycin (100

U/ml)을 첨가한 Dulbeco's modified eagle‘s medium 

(DMEM) 배지를 사용하였으며, 37℃, 5% CO2 incubator에 

적응시켜 계대 배양하였다. 또한 세포 생존율 측정에 사용한 

3 - [ 4 , 5 - d i m e t h y l - t h i a z o l - 2 - y l ] - 2 , 5 - 

diphenyl-tetrazoliumbromide (MTT)는 Sigma Chemical 

Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

3. 전자공여능 측정

전자공여능(EDA: electron donating ability)은 Blois의 

방법10)을 변형하여 측정하였다. 각 시료용액 2 ml에 0.2 mM

의 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 1 ml 넣고 교

반한 후 30분간 방치한 다음 517 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 전자공여능은 시료용액의 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감

소율로 나타내었다.

전자공여능(%) = ( 1 -
시료첨가군의 흡광도

) ×100
무첨가군의 흡광도

4. Superoxide dismutase (SOD) 유사활성 측정

SOD 유사활성은 Marklund의 방법11)에 따라 측정하였다. 

각 시료용액 0.2 ml에 tris-HCl 완충용액(50 mM tris + 10

mM EDTA, pH 8.5) 2.6 ml와 7.2 mM pyrogallol 0.2 ml

를 가하여 25℃에서 10분간 반응시킨 후 1 M HCl 0.1 ml를 

가하여 반응을 정지시키고 반응액 중 산화된 pyrogallol의 양

을 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. SOD 유사활성은 시료

용액의 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

SOD 유사활성능(%) = (1-
시료첨가군의 흡광도

)×100
무첨가군의 흡광도

5. Xanthine oxidase 저해활성 측정

Xanthine oxidase 저해활성은 Stirpe와 Corte의 방법12)

에 따라 측정하였다. 각 시료용액 0.1 ml와 0.1 M 

potassium phosphate buffer (pH 7.5) 0.6 ml에 xanthine 

(2 mM)을 녹인 기질액 0.2 ml를 첨가하고 xanthine 

oxidase (0.2 U/ml) 0.1 ml를 가하여 37℃에서 15분간 반응

시킨 후 1 N HCl 1 ml를 가하여 반응을 종료시킨 다음, 반응

액 중에 생성된 uric acid의 양을 292 nm에서 흡광도를 측

정하였다. Xanthine oxidase 저해활성은 시료용액의 첨가군

와 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.
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저해율(%) = ( 1 -
시료첨가군의 uric acid 생성량

)×100
무첨가군의 uric acid 생성량

6. Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase 저해활성 측정은 Yagi 등의 방법13)에 따라 측

정하였다. 반응구는 0.175  M sodium phosphate buffer 

(pH 6.8) 500 μl에 10 mM L-DOPA를 녹인 기질액 200 μ

l 및 시료용액 100 μl의 혼합액에 mushroom tyrosinase 

(110 U/ml) 200 μl을 첨가하여 25 ℃에서 2분간 반응시켜 

반응액 중에 생성된 DOPA chrome을 475 nm에서 측정하였

다. Tyrosinase 저해활성은 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 

흡광도 감소율로 나타내었다.

저해율(%) = ( 1 - 
시료첨가군의 흡광도

) ×100
무첨가군의 흡광도

7. Elastase 저해활성 측정

Elastase 저해활성 측정은 Cannell 등14)의 방법에 따라 

측정하였다. 기질로서 

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

서 20분간 기질로부터 생성되는 p-nitroanilide의 생성량을 

445 nm에서 측정하였다. 즉, 각 시험용액을 일정 농도가 되

도록 조제하여 500 μl씩 시험관에 취하고, 50 mM tris-HCl 

buffer (pH 8.6)에 녹인 porcine pancreas elastase (2.5

U/ml)용액 500 μl을 가한 후 기질로 50 mM tris-HCl 

buffer (pH 8.6)에 녹인 N-succinyl-(L-Ala)3-p 

-nitroanilide (500 μg/ml)을 첨가하여 20분간 반응시켜 측

정하였다. Elastase 저해활성은 시료용액의 첨가구와 무첨가

구의 흡광도 감소율로 나타내었다.   

저해율(%) = ( 1 -
시료첨가군의 흡광도

) ×100
무첨가군의 흡광도

8. Collagenase 저해활성 측정

Collagenase 저해활성 측정은 Wűnsch 등15)의 방법에 따

라 측정하였다. 즉 반응구는 0.1 M tris-HCl buffer (pH 7.5)

에 4 mM CaCl2를 첨가하여, 4-phenylazo-benzyloxy 

-carbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg (300 μg/ml)를 녹

인 기질액 250 μl 및 시료용액 100 μl의 혼합액에 

collagenase (200 μg/ml) 150 μl를 첨가하여 실온에서 20

분간 방치한 후 6 % citric acid 500 μl을 넣어 반응을 정지 

시킨 후, ethyl acetate 1.5 ml을 첨가하여 320 nm에서 흡

광도를 측정하였다. Collagenase 저해활성은 시료용액의 첨

가구와 무 첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다. 

저해율(%) = ( 1 -
시료첨가군의 흡광도

) ×100
무첨가군의 흡광도

9. Astringent 활성 측정

Astringent 활성 측정은 Lee 등16)의 방법에 따라 측정하

였다. 피부 단백질과 유사한 혈액 단백질(hemoglobin)을 사

용하여, 원심분리관 용기에 각각의 시료용액과 헤모글로빈 용

액을 1 : 1로 넣어서 진탕 혼합한 다음 1,500 rpm에서 3분간 

원심분리 후 576 nm에서 흡광도를 측정하였다. Astringent 

활성 측정은 시료용액의 첨가군와 무첨가군의 흡광도 감소율

로 나타내었다.

Astringent 활성능(%)=(1-
시료첨가군의 흡광도

)×100
무첨가군의 흡광도

10. MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

세포 생존율 측정은 Carmichael의 방법17)에 따라 측정하

였다. Melanoma (B16F10) 세포를 96 well plate에 

0.6~8×103 cells/well이 되게 0.18 ml 분주하고, 시료를 농

도 별로 조제하여 0.02 ml 첨가한 후 37℃, 5% CO2 

incubator에서 24시간 배양하였다. 대조군은 시료와 동량의 

증류수를 첨가하여 동일한 조건으로 배양하였다. 여기에 5

mg/ml 농도로 제조한 MTT 용액 0.02 ml를 첨가하여 4시간 

배양한 후 배양액을 제거하고 각 well당 DMSO : ethanol (1

: 1) 0.15 ml를 가하여 실온에서 30분간 반응 시킨 뒤 

ELISA reader로 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생

존율 측정은 시료용액의 첨가군와 무첨가군의 흡광도 감소율

로 나타내었다.

세포 생존율(%) = ( 1 -
시료첨가군의 흡광도

)×100
무첨가군의 흡광도

11. Melanin 생합성 저해율 측정

피부 멜라노마 세포로부터의 melanin 생합성 저해 측정은 

Hosoi 등18)의 방법에 따라 측정하였다. DMEM 배지로 배양

된 멜라노마 세포를 100 mm culture dish에 2×106 

cell/dish가 되게 분주하고 24시간 배양 후 시료를 농도별로 

조제하여 2 ml 첨가하고, 48시간 후에 인산완충액 (pH 7.4)으

로 세척하였다. 그 다음 0.25 M trypsin-EDTA 용액으로 세

포를 탈착한 후 수확한 세포를 1×106 세포 당 1 ml의 5 % 

TCA로 처리하고, 2,500 rpm으로 2회 원심분리한 후 분리된 

melanin을 인산완충액으로 세척한 뒤 ether : ethanol (1 :

3) 1 ml를 가하여 2회 원심분리 한 후 ether 1 ml로 세척 건

조시켰다. 건조된 melanin에 1 N NaOH를 1 ml 가하여 80

℃에서 1시간 반응시킨 후 분광 광도계 405 nm에서 흡광도

를 측정하였다. Melanin 생합성 저해는 시료용액의 첨가구와 

무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다. 

Melanin 생합성 저해율(%)=(1-
시료첨가군의 흡광도

)×100
무첨가군의 흡광도
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12. 통계처리 

본 연구의 통계처리는 SPSS 통계분석 프로그램(version 

12.0)을 이용하여 평균치와 표준오차을 산출하여 오차막대를 

이용하여 표시하였다.  

결 과 

1. 전자공여능 측정 결과

도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 전자공여능을 측정

한 결과 Fig. 1과 같이 나타내었다. 도인승기탕 복합처방의 

전자공여능은 망초를 제외한 모든 추출물 1,000 ppm에서 

50% 이상의 효과를 나타내었다. 또한 그 구성약재의 전자공

여능은 계지 열수 추출물의 경우 100 ppm에서 50 %의 효과

를 나타내었으며, 도인과 감초 및 대황도 각각 500 ppm에서 

66, 46, 50 %의 효과를 나타내었다. 에탄올 추출물의 경우 

대황은 100 ppm에서는 92 %의 효과를 보였으며, 1,000 ppm

의 도인, 감초, 계지의 경우 88, 79, 92 %로 에탄올 추출물

의 활성이 우수하였다. 이는 Cha 등19)이 연구한 오디의 열수 

추출물보다 에탄올 추출물의 전자공여능이 더 우수함을 나타

낸 결과와 비교하여 비슷한 경향을 나타내었으며, Hwang 등
20)의 바나바잎 메탄올, 에탄올, 열수 추출물의 경우 5,000

ppm에서 각각 50.7, 58.3, 50.3 %의 활성을 나타낸 결과와 

비교하여 도인승기탕 및 그 구성약재의 전자공여능이 우수함

을 확인할 수 있었다. 

Fig. 1. Electron donating ability of Doinseunguitang and its 
composition. 
A - DISG-W : Doinseunguitang extracted with water, DISG-E : 
Doinseunguitang extracted with ethanol, BHT : butylhy droxytoluen
B - PP-W : Persicae Semen extracted with water, GG-W : 
Glycyrrhizae Radix extracted with water, SS-W : Sodium sulfate 
extracted with water, CC-W : Cinnamomi Ramulus extracted with 
water, RP-W : Rhei Rhizoma extracted with water 
C - PP-E : Persicae Semen extracted with ethanol, GG-E : 
Glycyrrhizae Radix extracted with ethanol, SS-E : Sodium sulfate 
extracted with ethanol, CC-E : Cinnamomi Ramulus extracted with 
ethanol, RP-E : Rhei Rhizoma extracted with ethanol
Result are means ± S.D. of triplicate data. 

2. Superoxide dismutase (SOD) 유사활성 측

정 결과

도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 SOD 유사활성능을 

측정한 결과 Fig. 2와 같이 나타내었다. 먼저 도인승기탕 복

합처방의 SOD 유사활성능은 모든 추출물에서 20 % 이하의 

다소 낮은 경향을 보였으나, 그 구성약재의 SOD 유사활성능

은 계지의 열수 및 에탄올 추출물 1,000 ppm에서 각각 21

%, 23 %를, 대황의 에탄올 추출물에서 33 %로 구성약재 중 

가장 높은 효과를 나타내었다. 이는 도인승기탕 복합처방과 

그 구성약재가 Hong 등21)이 보고한 바와 같이 뜰보리수의 

농도가 높아짐에 따라 SOD 유사활성능이 증가하는 경향을 

보였고, An 등22)이 보고한 한방복합처방인 내소황련탕의 에

탄올 추출물 700 ppm에서 27.4 %로 그 효능이 유사함을 확

인할 수 있었다. 따라서 도인승기탕과 그 구성약재의 경우 열

수 추출물보다는 에탄올 추출물에서 더 높은 효과를 나타내었

으며, 그 구성약재인 계지와 대황의 추출물이 가장 효과가 높

은 것으로 보아, 그 영향력이 있음을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 2. SOD-like activity of Doinseunguitang and its composition. 

3. Xanthine oxidase 저해활성 측정 결과

도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 xanthine oxidase 

저해활성을 측정한 결과 Fig. 3과 같이 나타내었다. 먼저 도

인승기탕 복합처방의 xanthine oxidase 저해활성은 열수 추

출물과 에탄올 추출물 모두 높은 효과를 나타내었으며, 특히 

에탄올 추출물 50 ppm에서 48 %로 유의성 있는 결과를 나타

내었으며, 1,000 ppm에서는 94%의 저해활성을 나타내었다. 

도인승기탕 구성약재의 xanthine oxidase 저해활성은 감초, 

계지 및 대황의 열수 추출물 1,000 ppm에서 각각 81%, 88

%, 93 %로 우수한 효과를 나타내었으며, 에탄올 추출물에서

도 감초와 계지 1,000 ppm에서 각각 87 %, 96 %로 우수한 

저해활성을 나타내었다. 이는 Yeo 등23)의 녹차, 오룡차 및 

홍차 추출물의 xanthine oxidase 억제 작용에서 차 추출물

의 농도가 증가할수록 저해효과가 높은 경향을 나타내었고, 

Hong 등24)의 솔잎 추출물의 xanthine oxidase의 저해활성

에서 솔잎 발효 추출물, 솔잎의 80 % 에탄올 추출물과 50 % 

에탄올 추출물이 1,000 ppm에서 62.8 %, 64.9 %, 55.9 %로 

나타난 결과보다 더 높은 활성을 나타내었다. 위 결과로 미루

어 보아 도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 경우 열수 추

출물보다 에탄올 추출물에서 더 높은 효과를 나타내었으며, 

도인승기탕 복합처방의 xanthine oxidase 저해활성은 특히 

그 구성약재인 계지 추출물이 가장 효과가 높은 것으로 보아 

그 영향력이 있음을 확인할 수 있었다.
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C

Fig. 3. Inhibition rate of Doinseunguitang and its composition on 
xanthine oxidase. 

4. Tyrosinase 저해활성 측정 결과

도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 tyrosinase 저해활

성을 측정한 결과 Fig. 4와 같이 나타내었다. 도인승기탕 복

합처방의 tyrosinase 저해활성은 vitamin C 보다는 다소 낮

았지만 에탄올 추출물 1,000 ppm에서 41 %의 저해활성을 나

타내었으며, 그 구성약재의 tyrosinase 저해활성은 감초 열수 

추출물 1,000 ppm에서 42 %의 저해활성을, 도인과 계지의 

에탄올 추출물 1,000 ppm에서 각각 51%, 52%의 저해활성을 

나타내었다. 이는 Lee 등25)의 배나무 절지 추출물과 kojic 

acid, epicatechin의 tyrosinase 저해활성을 측정한 결과 

10,000 ppm 농도에서 각각 89%, 92 %, 9 %를 저해활성을 

나타낸 결과와, Lee 등26)의 제주산 식물인 돌외, 비파, 쇠무

릎, 측백, 치자, 환삼덩굴의 CHCl3 분획물 1,000 ppm 농도

에서 각각 9.5%, 8.4%, 6.2 %, 4.4 %, 4.3 %, 6.6 %를 나타

내어 도인승기탕 복합처방과 그 구성약재인 도인과 계지의 

tyrosinase 저해활성이 우수함을 확인할 수 있었다. 도인승기

탕 복합처방은 에탄올 추출물의 활성이 더 우수하였으며, 그 

구성약재의 경우 열수 추출물보다 에탄올 추출물이 더 높은 

효과를 나타내었다. 또한 도인승기탕 복합처방의 tyrosinase 

저해활성은 특히, 그 구성약재인 도인과 계지 추출물이 가장 

높은 것으로 보아 그 영향력이 있음을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 4. Inhibition rate of Doinseunguitang and its composition on 
tyrosinase. 

5. Elastase 저해활성 측정 결과

도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 elastase 저해활성

을 측정한 결과 Fig. 5와 같이 나타내었다. 도인승기탕 복합

처방의 경우 열수 추출물이 10 % 미만의 낮은 저해활성을 나

타낸 반면, 에탄올 추출물 500 ppm에서 36 % 저해활성을 나

타내었다. 또한 그 구성약재의 경우도 열수 추출물이 10% 미

만의 낮은 저해활성과 달리, 에탄올 추출물 500 ppm에서 계

지의 경우 85 %의 저해활성을, 대황의 경우 38 %의 저해활성

을 나타내어 에탄올 추출물의 활성이 우수함을 확인할 수 있

었다. 이는 Kwak 등27)의 노화억제에 관련된 각종 약용식물

인 모과나무, 계피차, 마, 조각자, 저령의 열수 추출물의 

elastase 저해활성 측정한 결과 1,000 ppm 농도에서 각각 

54 %, 52 %, 51 %, 45 %, 57 %의 저해활성을 나타낸 결과

와, Kim 등28)의 홍화씨 추출물과 식물성 유사 호르몬으로 알

려진 ursolic acid는 500 ppm에서 31.7 %, genistein은 

40.7 %의 저해능을 나타내어, 도인승기탕의 에탄올 추출물과 

비슷한 효과를 나타내었으며, 구성약재인 계지의 경우 우수한 

elastase 저해활성을 나타냄을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 5. Inhibition rate of Doinseunguitang and its composition on 
elastase. 

6. Collagenase 저해활성 측정 결과

도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 collagenase 저해활

성을 측정한 결과 Fig. 6과 같이 나타내었다. 먼저 도인승기

탕 복합처방의 경우 열수 추출물과 에탄올 추출물 1,000

ppm에서 대조군인 vitamin C와 유사한 효과를 나타내었으

며, 특히 에탄올 추출물의 경우 500 ppm에서 75 %의 우수한 

저해활성을 나타내었다. 또한 구성약재의 열수 추출물에서 감

초, 계지 및 대황 추출물 500 ppm에서 각각 73, 76, 84 %의 

저해활성을 나타내었으며, 에탄올 추출물의 경우도 500 ppm

에서 감초, 계지 및 대황 추출물이 62, 76, 75 %의 저해활성

을 나타내어 구성약재 중 가장 높은 효과를 나타내었다. 이는 

Lee 등29)의 유백피 추출물의 collagenase 저해활성 측정결

과, 100 ppm에서 27.6 %를 나타내었으며, Barrantes 등30)의 

알로에 추출물의 경우 37.1 %를 나타내어 도인승기 탕 및 구

성약재의 저해활성이 우수함을 확인할 수 있었다. 위 결과로 

미루어 보아 도인승기탕 복합처방의 collagenase 저해활성은 

에탄올 추출물이 가장 높은 활성을 나타내었고, 그 구성약재

는 감초, 계지 및 대황 열수 및 에탄올 추출물이 가장 높은 

활성을 나타내어 영향력이 있음을 확인할 수 있었다.
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Fig. 6. Inhibition rate of Doinseunguitang and its composition on 
collagenase. 

7. Astringent 활성 측정 결과

도인승기탕 복합처방과 그 구성약재의 astringent 활성을 

측정한 결과 Fig. 7과 같이 나타내었다. 먼저 도인승기탕 복

합처방의 에탄올 추출물의 경우 5,000 ppm에서 51 %로 대조

군인 vitamin C 보다 높게 나타났으며, 구성약재 열수 추출

물의 경우 5,000 ppm에서 20 % 이상의 활성을 나타내었다. 

반면 구성약재 에탄올 추출물의 경우 1,000 ppm에서 감초를 

제외한 모든 약재가 50 % 이상의 활성을 나타내어 에탄올 추

출물의 활성이 우수함을 확인할 수 있었다. 이는 Jeong31)의 

함초 추출물 10,000 ppm에서 50 %의 효과를 나타냈다는 보

고와 비교하여 도인승기탕 구성약재인 에탄올 추출물의 활성

이 더 우수함을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 7. Comparison of astringent activity on Doinseunguitang and 
its composition. 

8. MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

도인승기탕 추출물의 세포 생존율을 확인할 결과 Fig. 8에 

나타낸 결과와 같이 열수 및 에탄올 추출물 모두 100 ppm 

이하에서 세포의 독성이 없음을 확인할 수 있었으며, 이에 멜

라노마 세포의 농도를 100 ppm 이하로 하여 실험을 실시하

였다. 실험을 실시하였다. 

Fig. 8. Cell viability of B16F10 melanoma cells after treatment with 
Doinseunguitang. 
The cell were cultured in the presence of various concentration of 
extract for 48 hours. The viability of the cells was measured by 
MTT assay. 
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9. Melanin 생합성 저해율 측정 결과

도인승기탕 복합처방의 melanin 생합성량을 측정한 결과 

열수 추출물의 경우 그 활성이 미비하였으나, 에탄올 추출물 

100 ppm에서 53.3%의 저해활성을 나타내어 유의한 결과를 

나타내었다(Fig. 9). 이는 Lee 등32)의 연구 결과에 따르면 시

료 10 % 첨가 시 50 %의 tyrosinase의 활성이 억제 되는 것

을 보았을 때 도인승기탕 에탄올 추출물은 0.01 % 첨가 시 

57 %의 tyrosinase 활성 억제능을 나타내어 미백 효과가 우

수함을 알 수 있다. 

Fig. 9. Inhibition melanin synthesis of Doinseunguitang on 
melanoma cell (B16F10). 
DISG-W : Doinseunguitang extracted with water, DISG-E : 
Doinseunguitang extracted with ethanol, Vit. C : ascorbic acid 
Result are means ± S.D. of triplicate data. 

고 찰 

최근 사회적으로 피부노화에 대한 관심이 급증하고 삶의 

질을 우선하는 소비자들의 욕구에 따라 화장품 사업이 자연주

의와 자연성분을 이용한 제품으로 변하고 있으며, 피부보호 

기능 보다는 고기능성 제품을 개발하려는 움직임이 활발하다. 

이러한 추세에 맞추어 동의보감에 수록된 도인승기탕을 이용

하여 생리활성을 검증한 결과 다음과 같이 나타났다. 

전자공여능 측정에 사용된 1-1-diphenyl-2-picryhydrazyl 

(DPPH)는 짙은 자색을 띄는 비교적 안정한 free radical로서 

시스테인, 글루타치온과 같은 함 유황아미노산과 ascorbic 

acid, butylated hydroxyanisole (BHA) 등에 의해 환원되

어 탈색되므로 다양한 천연 소재로부터 항산화 물질을 검색하

는데 많이 이용되고 있다33). DPPH를 첨가하여 반응시켜 추

출물이 DPPH의 비공유전자를 소거하였을 때 그것의 비공유

전자로 인해 517 nm 부근에서 최대 흡수치를 나타낸다. 전자 

또는 수소를 받으면 517 nm 부근에서 흡광도가 감소하여, 인

체 내에서 지질 또는 단백질 등과 결합하여 노화를 일으키기 

쉬운데 페놀성 화합물의 경우 free radical을 환원시키거나 

상쇄시키는 능력이 강해 인체 내에서 free radical에 의한 노

화를 억제하는 척도로 이용할 수 있다34). 이러한 노화 억제의 

척도가 되는 전자공여능을 측정한 결과 1,000 ppm에서 50% 

이상의 활성을 나타내었고, 특히 구성약재 중 계지와 대황 에

탄올 추출물의 활성이 우수하였다. 

Superoxide radical 소거활성능은 알칼리 상태에서 

pyrogallol의 자동산화에 의한 발색을 이용한 측정방법으로 

pyrogallol은 수용액에서 자동산화가 빠르게 일어나는데 여기

에는 superoxide가 관여한다고 알려져 있다35). 그러므로 

superoxide dismutase (SOD)나 SOD 유사활성물질이 존재

하는 경우 이의 자동산화가 억제될 수 있고, 이 억제되는 정

도를 비교하여 실험대상의 물질효능을 비교할 수 있다. 

Superoxide radical은 주로 세포막 지질의 불포화 지방산과 

반응하여 지질 과산화물을 생성하므로 세포손상을 초래한다고 

알려져 있다36). SOD 유사활성물질은 활성산소의 시발물질이

라고 할 수 있으며, superoxide anion의 저해물질로는 생체 

내 SOD라는 효소가 있지만 이의 일종으로 SOD와 작용기작

은 다르지만 인체 내에서의 역할이 유사하여 통상적으로 

SOD 유사활성물질이라 부르며 식물체를 대상으로 탐색하는 

효능이 평가된 바 있으며, 실질적으로 상해를 유발하는 

hydroxyl radical과 과산화수소의 생성을 억제하여 유용한 

생리활성을 나타낸다고 보고하고 있다37). 또한 SOD는 다른 

종류의 항산화제보다 우수한 효과를 나타내기 때문에 현재 항

염증제재나 피부노화방지를 위한 미용제재로 화장품 등에 많

이 이용이 되고 있다. 도인승기탕의 SOD 유사활성능을 측정

한 결과 복합처방은 20% 이하의 다소 낮은 활성을 나타내었

으나 그 구성물질 중 대황 에탄올 추출물의 활성이 33%로 가

장 활성이 우수함을 나타내었다. 다른 생리활성 보다 SOD 

유사활성능 측정에서 다소 낮은 효능을 나타내었다.

Xanthine oxidase는 생체 내 유리기 생성계의 하나로 

purine 대사에 관여하는 효소로서 xanthine 또는 

hypoxanthine으로부터 urate를 형성하며 urate가 혈장 내에 

증가되면 골절에 축적되어 심한 통증을 유발하는 통풍과 신장

에 침착되어 신장질환을 일으키는 효소로 알려져 왔다38,39). 

통풍의 치료에 사용되는 약물로는 hypoxanthine의 유사체인 

allopurinol과 alloxanthine이 있는데 alloxanthine은 

xanthine oxidase에 의하여 alloxanthine으로 산화된 다음 

이것이 xanthine oxidase에 결합하여 urate생성의 최종단계

에 관여하는 xanthine oxidase의 효소활성을 저해함으로써 

urate의 생성을 억제하는 것으로 알려져 있다40). 도인승기탕

의 xanthine oxidase 저해활성을 측정한 결과 도인승기탕 

에탄올 추출물에서 94%의 저해활성을 나타내었고, 이는 구성

물질 중 계지 추출물의 영향으로 복합처방의 활성을 높인 것

으로 사료된다.

피부는 자외선에 노출되면서 tyrosinase의 작용으로 

melanosome에서 멜라닌이 합성되어 피부노화가 촉진되며
41,42), 이때 생성된 free radical은 지질, 단백질, 당 및 핵산

을 손상시키고 세포막의 파괴에 관여함으로써 돌연변이 유발, 

피부암을 포함한 발암, 성인병 및 노화 등을 촉진시키는 원인 

요소로 알려져 있다. 이런 피부 색소 침착뿐만 아니라 멜라닌 

전구물질들에 의한 독성으로 세포 사멸 촉진의 부정적인 기능

을 하고 있다43). 도인승기탕 에탄올 추출물에서 40% 이상의 

활성을 나타내어 유의한 결과를 나타내었으며, 구성물질 중 

도인과 계지의 tyrosinase 저해활성이 우수한 것으로 미루어 

보아 두 가지 한약재의 영양이 큰 것으로 사료된다.

Elastase는 진피 내 피부탄력을 유지시키는 데 중요한 기

질인 엘라스틴을 분해하는 효소이다. 또한 elastase는 다른 

중요한 기질단백질인 collagen을 분해할 수 있는 비특이적 가

수분해 효소이다44). 따라서 elastase 저해제는 피부주름을 개

선하는 작용을 나타내며, ursolic acid 등이 elastase 저해제
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로서 이용되고 있다. Elastase는 동물 결합조직의 불용성 탄

성 섬유 단백질인 elastin을 분해시켜 피부의 진피조기의 그

물망 구조 결합을 끊어줌으로서 주름생성의 주원인인 효소로 

알려져 있다. 피부의 진피 조직 속에는 collagen과 피부의 탄

력성에 관련된 elastin이 그물망 구조를 형성하고 있는데, 이

러한 그물망 구조가 깨어지면서 즉 elastin이 elastase에 의

해 분해되어 피부가 처지고 주름이 생기므로 내인성 피부노화

가 발생한다. 그러므로 피부노화의 주원인 중의 하나인 

elastin 분해효소인 elastase의 활성을 저하시킴으로서 피부

노화를 억제할 수 있다45). 세포 외 기질(extracellular 

matrix)의 주요 구성 성분인 collagen은 피부의 섬유아세포

에서 생성되는 주요 기질 단백질이다. Collagen은 피부, 건

(tendon), 뼈 및 치아의 유기 물질의 대부분을 형성하는데, 

특히 뼈와 피부의 진피에 그 포함량이 높다. Collagen의 주

된 기능으로는 피부의 기계적 견고성, 결합조직의 저항력과 

조직의 결합력, 세포 접착의 지탱, 세포 분할과 분화의 유도 

등이 알려져 있다46). 이러한 collagen은 연령 및 자외선 조사

에 의한 광노화에 의해 감소하며, 이는 피부의 주름 형성과 

밀접한 연관이 있다고 알려져 있다47). 이러한 피부 주름과 관

련된 elastase와 collagenase 저해활성을 측정한 결과 500 

ppm에서 우수한 활성을 나타내었는데, 특히 도인승기탕 에탄

올 추출물의 활성이 우수하였으며, 구성약재 중 계지 및 대황 

에탄올 추출물의 활성이 우수하여 주름개선 화장품 소재로 사

용이 가능할 것으로 판단된다.

피부 단백질은 고분자 flavonoid인 polyphenol과 결합하

여 가교결합을 형성하고 피부가 수축되어 수렴작용을 하게 된

다48). 본 실험에서는 hemoglobin의 단백질이 추출물과 결합

하는 정도에 따라 수렴효과 정도를 판단하였다. 도인승기탕 

에탄올 추출물의 경우 열수 추출물보다 활성이 우수하여 수렴

작용을 하는 것으로 판단되며, 구성약재 중 계지 에탄올 추출

물이 수렴효과를 상승시킨 것으로 판단된다.

피부는 자외선에 노출되면서 tyrosinase의 작용으로 

melanosome에서 멜라닌이 합성되어 피부노화가 촉진되며 이

때 생성된 자유라디칼은 지질, 단백질, 당 및 핵산을 손상시

키고 세포막의 파괴에 관여함으로서 돌연변이 유발, 피부암의 

발암, 성인병 및 노화 등을 촉진시키는 원인요소로 알려져 있

다. 세포 독성이 나타나지 않는 100 ppm 이하에서 멜라닌 

생합성량을 측정한 결과 도인승기탕 에탄올 추출물에서 50% 

이상의 활성을 나타내었으며, 이는 in-vitro 효소 실험인 

tyrosinase 저해활성에서 에탄올 추출물의 활성이 높게 나타

난 것과 비교하여 비슷한 경향을 확인할 수 있었다.

결 론 

최근 천연 한방소재를 이용한 한방화장품 개발이 증가하고 

있는 실정이며, 본 연구에서는 도인승기탕과 그 구성약재의 

생리활성에 대해 연구하여 화장품 복합 기능성 소재로서의 가

능성을 검토하였다.

1. 도인승기탕 및 그 구성약재의 전자공여능, SOD 유사활

성능 및 xanthine oxidase 저해활성을 측정한 결과 전

자공여능은 도인승기탕 열수추출물의 활성이 우수하였으

며, 그 외 에탄올 추출물의 활성이 우수하였다. 구성약재 

중 대황과 계지 에탄올 추출물의 활성이 우수하였다.

2. Tyrosinase 저해활성 측정 결과 도인승기탕 에탄올 추

출물이 1,000 ppm에서 41%의 저해활성을 나타내었으

며, 그 구성약재 중 감초, 도인, 계지 추출물의 활성이 

우수하여 그 영향력이 있었을 것으로 판단된다.

3. Elastase와 collagenase 저해활성 측정 결과 도인승기탕 

에탄올 추출물의 활성이 우수하였으며, 구성약재 중 계

지 및 대황 추출물의 활성이 우수하였다.

4. Astringent 활성 측정 결과 도인승기탕 복합처방의 에탄

올 추출물의 활성이 5,000 ppm에서 유의한 결과를 나

타내었으며, 그 구성약재 중 계지 에탄올 추출물의 활성

이 높았다.

5. 멜라닌 생합성 저해율 측정을 위한 세포생존율 측정 결

과 100 ppm 이하에서 세포 독성의 미비하였으며, 도인

승기탕 에탄올 추출물 100 ppm에서 53.3%의 저해활성

을 나타내어 미백활성이 우수함을 확인할 수 있었다. 

이상의 in vitro 생리활성 검증 결과 도인승기탕 복합처방

의 에탄올 추출물의 활성이 대부분 우수하였으며, 그 구성약

재 중 몇몇 약재에 대한 영향력이 있었을 것으로 판단되며, 

차후 구성 약재 및 복합처방의 세포 차원에서의 연구가 더 진

행 된다면 한방 화장품 소재로서의 가능성이 매우 높을 것으

로 판단된다.
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