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정제봉독의 멜라닌 생성 억제 효과
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SangMi Han#,†, JungMin Kim†, KyungGill Lee, KwanKyu Park* and YoungChae Chang*

Department of Agricultural Biology, National Academy and Agriculturual Science, Suwon 441-100, Korea

*Catholic University of Daegu School of Medicine, Daegu 705-718, Korea

Abstract — To further access honeybee (Apis mellifera L.) venom (BV) as a cosmetic ingredient and potential external

treatment for topical use, we investigated its ability to inhibit tyrosinase activity and melanin biosynthesis on melanogenesis

in B16F1 melanoma cells. We found that BV increased the cell viability in B16F1 melanoma cell and BV (0.01~1 µg/ml)

inhibited melanin synthesis in with 10 nM α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH) for 48 h. In addition, we used

reverse transcription-polymerase chain reaction and western blotting for me melanogenesis-related genes such as tyro-

sinase to examine the mechanisms underlying the inhibitory effects of BV on melanogensis. BV inhibited direct tyrosinase

activity, which decreased melanin synthesis in α-MSH stimulated B16F1 melanoma cells. Thease findings suggest that BV

induces the downregulation of melanogenesis by inhibiting tyrosinase activation.
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피부는 신체의 최외각에 위치하며 자외선의 영향을 가장 많이

받는 기관으로 자외선으로부터 피부를 보호하기 위해 멜라닌 색

소가 생성된다.1) 그러나, 피부의 지속적인 자외선의 노출은 피부

의 광노화 뿐 아니라 기미, 주근깨 및 검버섯과 같은 색소침착을

유발하는데 이는 피부 표피층에 존재하는 멜라닌이 피부 표면으

로 침착되어 나타난다.2) 멜라닌 합성은 자외선의 자극 뿐만 아

니라, 다양한 cytokines과 growth factors 등에 의해서 자극을 받

는다.3) 이들 가운데, α-melanocyte-stimulating hormone(α-

MSH)는 가장 많은 연구가 진행된 호르몬으로, 멜라닌 생성 세

포 막에 존재하는 melanocortin receptor 1(MC1R)이라는 수용

체와 결합을 통해 cAMP 의 생성을 자극한다. 또한 이 반응은

microphthalmia associated transcription factor(MITF)의 발현을

증가시켜, 결국 멜라닌 합성을 자극하게 된다.4,5)

멜라닌은 피부 표피층에 존재하는 멜라닌 생성세포의 멜라노

좀(melanosome)이라는 특정 기관에서 합성되는데, 멜라노좀에

는 멜라닌 합성에 관여하는 주요 효소인 tyrosinase, tyrosinase

related protein(TRP)-1과 TRP-2 등을 함유하고 있다.6) 특히,

tyrosinase는 멜라닌 합성에서 가장 먼저 작용하는 속도조절효소

로써, tyrosine을 L-3,4-dihydroxyphenylalanine(DOPA)으로 전환

시키고, 또 DOPA를 dopaquinone으로 전환시키는 역할을 한다.

이렇게 형성된 dopaquinone은 TRP-2라는 효소에 의해 촉매되어

5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid(DHICA)로 전환되고 이는

다시 TRP-1 효소의 산화 작용에 의해 indole-5-6-quinone

carboxylic acid로 전환, 최종 산물인 멜라닌을 합성한다.6,7)

멜라닌은 갈색, 흑색을 띠는 eumelanin과 노랑, 적색을 띠는

pheomelanin으로 구분되어지며 tyrosinase는 두 가지 형태인

eumelanin과 pheomelanin 합성에 영향을 미치는 것으로 알려져

있다.6) 따라서, 멜라닌 합성 억제에 대한 연구는 tyrosinase의 발

현 억제에 대한 효능 평가가 일차적으로 이루어져야 한다.8)

최근 천연 물질에 대한 관심이 증가하면서 이에 대한 많은 연

구가 수행되고 있다. 순수 천연물질이면서 강력한 항균, 항염증

효과를 갖는 봉독은 부작용과 잔류에 대한 위험성이 적어 봉침

요법으로 오래전부터 관절염, 통풍 등의 질환에 사용되어 오고

있다.9,10) 봉독은 꿀벌(Apis mellifera L.)의 일벌 독낭에 저장되

어 있는 자기방어물질로서 다양한 성분이 복합적으로 구성되어

있으며, 주 성분인 멜리틴(melittin)은 항염증11,12)과 항균작용,13)
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강력한 진통작용,14) 면역증강15) 등의 역할을 한다. 봉독은 그람 음

성 및 양성균에 대해 모두 항균작용을 보이나, 특히 그람 양성균

에서 더 강한 것으로 알려져 있다.16) 특히, 봉독은 여드름

유발 균인 Propionibacterium acnes와 피부에 염증을 유발하는 피

부 상재 균주인 Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus pyogens

및 Staphylococcus aureus에 강한 항균력을 갖고 있는 것으로 확

인되었다.17) 또한 봉독은 자외선과 상처로 손상된 피부세포의 재

생을 촉진한다고 밝혀져 있어 화장품의 원료로 사용되고 있다.18)

이에, 본 연구에서는 화장품의 원료로 사용되고 있는 국내산

정제봉독이 피부 미백에 효과를 갖고 있는지를 알아보고자 하였

다. 국내에서 사육되는 꿀벌에 전기충격법을 이용한 봉독채집장

치를 사용하여 채취한 봉독으로부터 이물질을 제거한 정제봉독

을 mouse melanoma cell로부터 유래한 B16F1 세포에서 멜라

닌 합성과 관련된 주요 효소인 tyrosinase를 억제시키는 미백효

과를 조사하였다.

실험방법

 

시료

본 실험에서 사용한 정제봉독은 국내산 꿀벌로부터 봉독채집

장치를 이용하여 채집된 봉독을 봉독의 간이정제방법19)으로 정

제된 정제봉독을 구입하여 사용하였다(청진바이오텍, 한국). 구

입한 정제봉독은 실험에 사용하기 전까지 -20oC에서 보관하였으

며, PBS로 용해시킨 후 사용하였다.

B16F1 세포 배양 및 생존율 측정

마우스 흑색 B16F1 세포주는 한국세포주은행(서울, 한국)에서

구입하여 사용하였으며, 세포는 10% fetal bovine serum(Gibco

BRL, MD, USA), 1% penicillin/streptomycin(Gibco BRL,

MD, USA)이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle's medium

(DMEM) 배지에 5% CO2 배양기에서 37oC로 배양하였다. 정제

봉독과 멜라닌 합성을 유발하기 위해 사용되는 α-melanocyte

stimulating hormone(MSH, Sigma, USA)에 대한 B16F1 세포

생존율을 측정하기 위하여 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2-5-

diphenytetrazolium bromide(MTT) 환원 방법은 Chung 등20)의

방법을 변형하여 측정하였다. B16F1 세포를 96 well plate에

5×103 cells/ml 농도로 분주하여 24시간 배양 후 각각 다양한 농

도로 회석한 정제봉독과 α-MSH를 처리하였다. 24시간 동안 배

양 후 배지를 제거한 다음 50 µl MTT 용액을 첨가하여 3시간

배양하고 DMSO 200 µl를 처리한 다음 570 nM의 흡광도로 측

정하였다.

멜라닌 정량

멜라닌 정량은 Hosoi21)의 방법을 변형하여 측정하였다. 6 well

plate에 2×104 cells/ml 농도로 B16F1 세포를 배양한 후, 10 nM

의 MSH가 함유된 배지로 교체하였다. 48시간 후, 다양한 농도

의 봉독이 함유된 배지를 세포에 처리하여 24시간 동안 배양한

후 세포를 수집하여 1200 rpm에서 10분간 원심분리하였다. 상층

액을 제거한 후 pellet에 500 µl lysis buffer(50 mM Sodium

phosphate pH 6.5, 1% Triton X-100, 2 mM PMSF)을 더하여

용해시킨 후 14,000 rpm 15분간 원심분리하여 pellet을 얻었다.

여기에 200 µl의 10% DMSO가 첨가된 1 N NaOH를 넣고 80oC

에서 1시간 동안 반응시킨 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

멜라닌 양은 멜라닌 표준품(Sigma, USA)으로부터 얻은 값을 기

준으로 이용하여 정하였다.

Tyrosinase mRNA 발현 측정

미백관련 인자 tyrosinase 발현에 미치는 영향을 보기 위하여

B16F1세포를 100 mm tissue culture dish에 2×104 cells/ml가

되도록 분주하고 24시간 동안 배양하였다. 배지를 제거한 후

10 nM의 MSH가 함유된 배지로 교체하여 48시간 동안 배양 한

후 봉독을 처리하였다. 봉독 처리 후 24시간 배양한 다음 세포

를 수집하였다. Total RNA 추출은 Total RNA Purification

kit(Invitrogen, USA)를 이용하여 분리하였다. Total RNA 1 µg이

cDNA 합성에 사용되었으며 RT Premix kit(Oligo dT primer)

(iNtRON Biotechnology, USA)를 사용하여 45oC에서 1시간,

95oC에서 5분 방치하여 reverse transcriptase를 불활성화 시켰다.

합성된 cDNA는 PCR Premix kit(i-Taq)(iNtRON Biotechnology,

USA)를 이용하여 PCR을 실시하였다. PCR 조건은 94oC에서 5

분(1 cycle), 94oC 에서 30초, 56oC 에서 30초, 그리고 72oC에서

1분(30 cycles), 72oC에서 10분(1 cycle)으로 조절하였다. 실험에

사용한 primer 서열은 다음과 같다; mouse tyrosinase, 5'-

GGCCAGCTTTCAGGCAGAGGT-3'(forward) and 5'-TGGTG-

CTTCATGGGCAAAATC-3'(reverse) and mouse glyceraldehydes-

3-phosphate dehydrogenase(GAPDH), 5'-ACCACAGTCCATG-

CCATCAC-3'(forward) and 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-

3'(reverse). PCR 산물은 1.5% agarose gel 의 전기영동을 통해

발현정도를 확인하였으며 각 band의 강도는 Quantity One(Bio-

Rad, USA)에 의해 정량하였다.

Tyrosinase 단백질 발현 측정

미백관련 인자 tyrosinase 발현에 미치는 영향을 보기 위하여

B16F1세포를 100 mm tissue culture dish에 2×104 cells/ml가

되도록 분주하고 24시간 동안 배양하였다. 배지를 제거한 후

10 nM의 MSH가 함유된 배지로 교체하여 48시간 동안 배양 한

후 봉독을 처리하였다. 봉독 처리 후 24시간 배양한 다음 세포

를 수집하였다. Protease inhibitor cocktail 을 포함한 cell lysis

buffer를 사용하여 세포를 용해시키고 12,000 rpm에서 20분간 원
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심분리하여 얻은 단백질은 Bio-rad protein assay kit를 사용하여

단백질을 정량하였다. 10% SDS-PAGE gel을 이용하여 전기영

동하고 이를 PVDF membrane으로 이전시켰다. 1% tween 20

이 함유된 tris buffer saline 에 5% skim milk를 첨가하여

tyrosinase와 β-actin(abCam, USA)을 희석하였으며 4oC에서 반

응시켰다. 다음 날, horseradish peroxidase가 결합된 항체를 1

시간 반응시킨 후 ECL로 발색시켰다. 각 band의 강도는 Quantity

One(Bio-Rad, USA)에 의해 정량하였다.

통계처리

실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 SPSS(18.0 version.,

USA) 통계 프로그램을 이용하여 분석하였으며, 그 결과는 평균

±표준오차(mean±SEM)로 표시하였다. 대조군과 실험군간의 평

균에 대한 유의성은 analysis of variance(ANOVA)의 Duncan's

multiple range test를 이용하여 p<0.05에서 검증하였다.

실험결과 및 고찰

세포의 생존율

본 실험에 사용할 봉독의 농도는 MTT assay를 통하여 세포

독성을 살펴보았다. 또한 멜라닌 생성을 촉진하는 봉독은 α-MSH

의 처리농노는 10 nM에서 멜라닌 생성이 가장 많았으며 세포독

성을 유발하지 않았다(Data not shown). 10 nM의 α-MSH가 처

리된 B16F1 melanoma 세포에 다양한 농도의 봉독을 10 µg,

1 µg, 100 ng, 10 ng, 1 ng으로 처리하였으며, 그 결과 봉독 10 µg

농도는 세포의 생존율이 48%로 현저히 낮게 나타났으며, 봉독

1 µg부터 1 ng의 농도는 각각 99.9%, 103.2%, 109.7% 그리고

105.5%의 세포의 생존율을 보였다(Fig. 1). 따라서 1 µg 이하의

봉독은 B16F1의 생존에 영향을 미치지 않는 것으로 확인되었다.

이러한 결과를 바탕으로 본 실험에서는 10 nM의 α-MSH로 멜

라닌 형성을 촉진시킨 B16F1 세포에 1 µg 이하의 봉독을 처리

한 후 멜라닌 합성 및 tyrosinase의 단백질 및 mRNA 발현에 미

치는 영향을 조사하였다.

멜라닌 생성 억제 효과

멜라닌은 세포 내의 소기관인 ribosome에서 tyrosinase라는 효

소의 생합성에에서 합성되기 시작한다. 이 효소의 작용으로 아

미노산의 일종인 tyrosine에서 몇 단계의 합성을 거쳐, 기저층의

멜라닌 세포 melanin site라는 흑색소포 표면에 침착하여 검고

갈색의 작은 멜라닌 입자가 만들어 진다.1) 화장품의 원료로 사

용되고 있는 봉독의 멜라닌 합성에 미치는 영향을 살펴보기 위

해 B16F1 melanoma 세포에서의 멜라닌 생합성 저해활성을 측

정하였다(Fig. 2). Fig. 2A에서 보는 바와 같이 봉독 1 µg, 100 ng

처리는 α-MSH 처리군에 비교하여 세포내의 멜라닌 합성이 크

Fig. 1 − Cell viability of BV on B16F1 melanoma cells by MTT

assay. The cells were stimulated with 10 nM α-MSH for

48 hr and the medium was exchanged with fresh medium

containing or not containing various concentrations of BV

for 24 hr. Data are presented as mean±SEM of three

independent experiments. N is cell only. Different letters

indicate a significant difference with p<0.05.

Fig. 2 − Effect of BV on melanin synthesis in B16F1 melanoma

cells. The cells were stimulated with 10 nM α-MSH for

48 hr and the medium was exchanged with fresh medium

containing or not containing various concentrations of BV

for 24 hr. Data are presented as mean±SEM of three

independent experiments. (A) Photograph of cell pellets.

(B) Synthesized melanin contents. N is cell only. Different

letters indicate a significant difference with p<0.05.
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게 억제되었으며 α-MSH를 처리하지 않은 정상 대조군과 비슷

한 수준이었다. 봉독 10 ng과 1 ng 처리는 멜라닌 합성을 억제하

는 경향을 보였으나, 군간 유의성은 나타나지 않았다(Fig. 2A).

또한 멜라닌 합성 억제효과를 육안으로 확인하기 위해 세포를 수

거하기 전 세포의 형태를 관찰하였다(Fig. 2B). 사진에서 보는 바

와 같이 α-MSH 처리군은 매우 진하게 멜라닌 생성 정도를 확

인할 수 있었으나, 정상대조군과 100 ng 및 1 µg 봉독 처리군에

서 멜라닌 생성을 거의 확인 할 수 없었다. 그러나 1 ng 및 10 ng

농도로 봉독을 처리한 군에서는 멜라닌 합성이 진하게 나타났다.

이러한 결과로 α-MSH에 의해 멜라닌 합성이 촉진된 B16F1 세

포에서 100 ng 이상의 농도에서 봉독이 맬라닌 합성을 효과적으

로 억제하는 것으로 확인되었다.

Tyrosinase의 단백질 발현 억제 효과

멜라닌 생합성 신호전달 체계에는 매우 다양한 신호전달물질

이 관여하고 있다. 멜라닌은 몇 가지 신호전달 기전을 통하여 합

성되는데, 그 중 cAMP/PKA 경로가 멜라닌 합성의 주요 경로로

서 UV에 피부가 노출되었을 때 맬라닌 세포의 cAMP가 증가되

고 하류 신호전달 물질인 PKA를 활성화시키며, CREB를 거쳐

MITF의 발현을 증가시켜, tyrosinase의 합성을 촉진시켜 멜라닌

합성을 증가시킨다.8) 봉독의 멜라닌 억제효과 검증을 위한 멜라

닌 합성 관련인자인 tyrosinase 단백질 발현 정도를 측정하였다

(Fig. 4). 1 µg과 100 ng의 농도로 처리한 결과, 봉독이 tyrosinase

발현이 크게 감소되는 것으로 확인되었다. 이들 처리군에서의 발

현량은 α-MSH 처리군에 비해 각각 36.1%, 31.7% 정도 발현이

감소되었으며 이는 정상 대조군과 비슷한 수준이었다. 이는 봉

독이 tyrosinase 발현 억제를 통하여 멜라닌 생성을 감소시키는

것으로 사료된다. 그러나 봉독 10 ng과 1 ng 처리는 mRNA 및

단백질 발현에 군간 유의성이 없었다(Fig. 4).

Tyrosinase의 mRNA 발현 억제 효과

봉독이 멜라닌 합성 관련 단백질인 tyrosinase의 발현 억제가

확인됨에 따라 tyrosinase mRNA 발현에 미치는 영향을 측정하

였다. 그 결과, 1 µg과 100 ng의 농도로 봉독을 처리한 군에서

tyrosinase mRNA 발현이 크게 억제되는 것으로 확인되었으며,

발현량이 α-MSH 처리군에 비해 각각 56%, 46% 정도 감소되었

다. 이는 정상 대조군과 비슷한 수준이었다(Fig. 4).

Tyrosinase는 전사인자인 microphthalmia associated trans-

cription factor(MITF)에 의해 조절되는데, MITF는 멜라닌 생성

관련 유전자의 발현(tyrosinase, TRP-1과 2)을 활성화시켜 멜라

닌 생성을 증가시키고 멜라닌 생성세포의 증식 및 생존을 조절

Fig. 4 − Effect of BV on melanin synthesis related enzyme tyrosinase

protein expression in B16F1 melanoma cells by Western

blot. The cells were stimulated with 10 nM α-MSH for

48 hr and the medium was exchanged with fresh medium

containing or not containing various concentrations of BV

for 24 hr. Data are presented as mean±SEM of three

independent experiments. (A) Western blot analysis of

protein for tyrosinase and β-actin. (B) he relative band

intensity of the enzymes was normalized by β-actin.

Different letters indicate a significant difference with p<

0.05.

Fig. 3 − Effect of BV on melanin synthesis related enzyme tyrosinase

mRNA expression in B16F1 melanoma cells by RT-PCR.

The cells were stimulated with 10 nM α-MSH for 48 hr

and the medium was exchanged with fresh medium

containing or not containing various concentrations of BV

for 24 hr. Data are presented as mean±SEM of three

independent experiments. (A) RT-PCR analysis of mRNA

for tyrosinase and GAPDH. (B) The relative band intensity

of the enzymes was normalized by GAPDH. Different

letters indicate a significant difference with p<0.05.
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한다고 알려져있다.22-24) 또한, 멜라닌 생성 자극 호르몬인 α-

MSH 역시 MITF 발현을 자극하는 것으로 알려져 있다.25,26) α-

MSH는 cAMP 신호전달기전을 자극하는데, 활성화된 cAMP는

cAMP responsive element binding protein과 cAMP responsive

element domain 과의 결합을 자극하여 최종적으로, MITF의 발

현을 촉진시킨다.27,28) Oh 등은 α-MSH으로 멜라닌 합성이 유도

된 B16F1 melanoma 세포에 고무나무추출물을 처리한 결과,

MITF의 발현 억제와 함께 tyrosinase의 발현 또한 감소함을 보

고하였다.29) 현재 미백제로 가장 많이 사용되는 알부틴은 L-

tyrosine과 경쟁적으로 작용하는 저해제이며, 코직산은 tyrosinase

의 활성 부위의 cooper를 chelating하여 tyrosine에서 DOPA로

그리고 DOPA에서 DOPA quinone으로 진행되는 과정을 저해한

다고 알려져 있다.4,5) 한편, tyrosinase glycosylation 저해제에 대

한 보고들에 의하면 tyrosinase가 carbohydrate moieties 측면에

서 T1, T2, T3로 다르며, B16 melanoma 세포에서 glucosamine

과 tunicamycine 같은 물질들은 tyrosinase의 glycosylation 반응

을 저해야 멜라닌 합성이 완전히 억제될 수 있음을 보고하였다.

그리고 ER processing enzyme인 aglucosidase I, II의 저해제인

NB-DNJ가 B16 melanoma 세포의 활성을 억제하며 비처리군에

비해 2%의 멜라닌만이 합성되었다고 보고하여 tyrosinase

glycosylation 저해제에 대한 연구들이 활발히 이루어지고 있음

을 알 수 있다.29) 비록, 본 실험에서는 cAMP 의존에 의한 MITF

의 발현 정도는 측정하지 않았으나, 봉독이 tyrosinase 발현 억

제를 통해 멜라닌 합성이 감소되는 것으로 확인되었다. 따라서

정제봉독의 미백효과를 확인하였고, 천연 미백 소재로 활용될 수

있을 것으로 기대되며 향후 cAMP 의존에 의한 MITF 의 발현

기작에 대한 연구와 동물실험을 통한 미백효과 검증이 필요하다.

결 론

본 연구는 화장품의 원료로 사용되고 있는 정제봉독의 멜라닌

생성 억제에 미치는 영향에 대해 살펴보기 위하여, α-MSH로 멜

라닌 합성이 유도된 B16F1 melanoma 세포에서 멜라닌 생성 억

제, tyrosinase의 단백질 및 mRNA 발현 억제 효과에 대해 연구

하였다. 그 결과, 봉독 1 µg 및 100 ng 처리는 α-MSH 처리군에

비해 멜라닌 합성을 억제하였으며, 멜라닌 합성 주요효소인

tyrosinase의 mRNA 및 단백질 발현 역시 효과적으로 억제하였

다. 이는, 봉독이 tyrosinase의 발현 억제를 통하여 멜라닌 합성

억제효과를 나타내는 것으로 판단되며, 추후 미백화장품 개발을

위한 기능성 물질로서의 가능성을 제시한다.
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