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누에 숙잠 혈림프의 멜라닌 생성 억제 효과
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ABSTRACT

In this study, matured silkworm hemolymph was studied for inhibitory effect on melanin formation, tyrosinase activities.
A matured silkworm hemolymph mass purification method was developed and some of suppressing melanin formation
effects were investigated, too. As a result, the advanced purification method was higher in yield rate than existing one
by 53%. A free radical scavenging activity of hemolymph was higher than sericin on the market(IC50, 202.9 ± 33.1) and
lower than vitamin C(0.57 ± 0.02) by 6.4 ± 0.3㎍/㎖. An inhibitory effect on melanin synthesis was higher in
hemolymph compared to Morus bark and arbutin by 9.15% and 11.56%, respectively. An inhibitory effect on tyrosinase
activity was higher in hemolymph than Morus bark and lower than arbutin. Effect of hemolymph 45㎍/㎖ on sup-
pressing of tyrosinase was almost 90%. Thus, these results suggest that hemolymph of matured silkworm may have ben-
eficial properties as a material for cosmetics.
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서 론

현재 화장품에 사용되는 원료 성분은 대부분 인공으로

합성한 조성물을 많이 사용하고 있어서 민감한 피부일

경우 피부발진이나 알레르기 등의 부작용이 발생할 수

있다(Berne et al. 1996). 이와 같은 부작용을 완화시키

기 위한 방편으로 친환경 소재 개발 연구가 진행되고 있

으며 특히, 여러 천연 물질들의 미백, 항산화, 항균, 보습

효과 등이 과학적으로 입증되면서 이들에 대한 연구가 확

대되고 있다(Mukherjee et al. 2011, Choi et al. 2010). 그

러나 이러한 노력에도 불구하고 현재까지 알려진 천연물

들은 피부 미백 효과가 그리 만족할 만한 효과를 나타내

지 못하는 실정이다.

누에는 다른 곤충과 달리 사육시의 청결상태와 농약

등에 매우 민감하여 안전을 위한 검정용 실험곤충으로

활용되어질 수 있으며, 그 이유는 사육단계에서부터 친환

경적이라고 생각되어지기 때문이다. 누에로부터 생산되는

누에고치의 성분 중, 세리신(sericin)과 피브로인(fibroin)

단백질을 이용한 소재가 화장품 재료로 이미 사용되고 있

고, 피부 보습, 항산화, 피부친화 등의 효과가 보고되고

있다(Yeo et al. 2000, Dash et al. 2008, Lee et al. 2001).

한편, 누에 체액은 곤충세포배양을 위한 배지의 첨가물

정도로만 사용될 뿐 화장품 원료 조성물의 주성분으로

사용된 적은 없다. 누에 체액은 누에 자신에게 영양을 공급

하는 용액으로써, 일명 누에 혈림프(hemolymph)라고 한다.

혈림프는 곤충세포를 비롯한 동물세포의 성장에 필요한

영양성분을 가지고 있으며, 악티노마이신(actinomycin), 캠

토테신(camptothecin), 스타우로스포린(staurosporine)과 같

은 물질들에 의한 세포 자가사멸을 억제함으로써 세포 수

명을 연장시키는 효과가 있음이 보고되어 있다(Zhang

et al. 2011, Kim et al. 2003, Rhee et al. 2002, Choi et

al. 2002).

본 연구에서는 이러한 누에 체액의 효과에 착안하여, 누

에 유래 혈림프의 효과적인 정제법을 개발하고 멜라닌 생
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성 억제효과의 유무를 검정함으로써 이를 이용한 다양한

소재개발 가능성을 확인하였다. 이는 금후 누에 혈림프를

유휴자원으로 활용하여 잠사 농가의 소득증대 효과를 도

출해 낼 수 있을 것으로 기대되어진다.

재료 및 방법

1. 누에 숙잠 혈림프 정제

누에는 동결건조한 후, 실샘을 제거한 나머지 누에조직

을 분쇄하였다. 분쇄한 누에의 중량을 기준으로 20배의

증류수를 넣고 잘 섞은 뒤 60oC에서 30분간 열처리 하였

다. 열처리로 티로시나아제를 불활성화한 후 14,000 rpm,

20oC 조건에서 10분 간 원심분리하여 그 정제액을 분무

건조기(Mini Spray Dryer B-191, BUCHI)로 분말화 하였다.

2. 항산화 효과 측정

누에 숙잠 혈림프의 항산화 효과는 DPPH(2,2-Diphenyl-

1-picrylhydrazyl) 자유라디칼 소거능과 활성산소(ROS) 억

제효과로 확인하였다. 메탄올로 용해시킨 0.2 mM DPPH

160㎕에 정제된 혈림프를 40㎕ 넣고 섞은 다음 빛을 차

단하여 30oC에서 30분간 반응시켰다. 반응이 완료된 시료

를 원심분리하여 그 상등액을 517 nm에서 흡광도를 측정

하였고, 대조군으로는 비타민 C(L-Ascorbic acid, Sigma-

Aldrich)와 세리신 단일 물질(Sericin Bombyx mori (silkworm),

Sigma-Aldrich)을 사용하였다.

활성산소 억제 효과는 세포내 활성산소 함량을 CM-

H2DCFDA 염료와 유세포분류기(Flow cytometry, Becton

Dickinson)를 이용하여 측정하였다. 시료는 분리 전 혈림

프 단백질(상등액)과 이온 교환 크로마토그래피로 30 kDa,

70 kDa 단백질을 각각 상등액에서 분리하여 준비하였다.

음전하를 갖는 Q컬럼을 이용하였고 20 mM 트리스(Tris)

로 제조된 버퍼의 pH를 조정하였다. 20 mM 트리스와 1 M

NaCl 버퍼를 흘려보내 흡착된 단백질의 전하 차이에 따

라 분리되어 나오는 30 kDa, 70 kDa 단백질을 회수하였다.

줄기세포 배양 중 콜라게나아제(collagenase, 10 U/㎖)를 4

일 동안 처리하여 활성산소를 유발하고 여기에 분리 전

상등액(30 kDa와 70 kDa이 혼합된 상태)과 분리된 30 kDa,

70 kDa 단백질을 각각 0.5㎎/㎖ 처리하였다. 세포를 트립

신/EDTA(트립신 0.25%/EDTA 1 mM)로 배양접시에서 떼

어내고 인산완충용액(PBS)으로 현탁시킨 후 1,300 rpm으

로 3분간 원심분리하였다. 세포를 다시 배양배지에 현탁

시킨 후 원심분리 및 현탁과정을 반복하였다. 세포 현탁

액에 5 M의 CM-H2DCFDA 염료를 가하고 차광하여 37oC,

5% CO2배양기에서 30분간 반응시켰다. 발생되는 형광을

유세포분석기로 측정하여 10,000개의 세포 내에서 활성산

소에 의해 산화된 DCF-DA가 나타내는 형광도(excitation:

485 nm, emission: 535 nm)의 평균값을 계산하였다.

3. 멜라닌 생성 억제 효과 측정

세포배양을 이용한 멜라닌 생성 억제 효과를 측정하였

고, 세포는 BL6 멜라노사이트를 사용하였다. 96 well plate

에 5ⅹ103/well의 BL6 멜라노사이트를 분주하고, 24시간

후에 정제된 혈림프를 농도 별로 처리하였다. 72시간 후

에 475 nm에서 흡광도를 측정하여 멜라닌 생성량을 측정

하였다. 대조군은 세포를 제외한 시료와 배지로 하여 동

시에 측정하였고 비교물질로는 알부틴(Arbutin, Sigma-

Aldrich)과 상백피를 사용하였다.

4. 티로시나아제 활성 억제 효과 측정

Manson의 실험법(Manson 1947)을 바탕으로 하여 숙잠

혈림프의 티로시나아제 활성 억제율을 측정하였다. 96 well

plate에 120㎕ L-DOPA를 분주하고 정제된 혈림프와 대

조군을 40㎕씩 넣었다. Mushroom tyrosinase를 40㎕ 넣

고 37oC 인큐베이터에서 30분간 방치 후 490 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 비교물질로는 알부틴과 상백피를 사

용하였고, 억제율은 아래의 식에 의거하여 계산하였다.

억제율(%) =
  시료의 반응 후 흡광도

           (1-대조군의 반응 후 흡광도) 
×100

5. 통계처리

본 연구의 실험 결과들은 3회 반복하였고 자료의 통계

분석은 SPSS 18.0을 사용하여 실시하였다. 분산분석은

ANOVA test를 하였고 평균 차이에 대한 유의성 검정은

Duncan’s multiple range test로 P < 0.05 수준일 때 유의적

차이가 있는 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

1. 누에 숙잠 혈림프 정제법 개선

누에 숙잠 혈림프의 대량 정제 시 원심분리와 여과 공

정의 수율을 개선하고자 연속식 원심분리기를 대량 정제

법에 적용한 결과, 수율은 53% 향상되었고 정제 기간은

5일 단축되었다(Table 1).

2. 누에 숙잠 혈림프의 항산화 효과

누에 숙잠 혈림프의 DPPH 자유라디칼 소거능을 Table

2에 나타내었다. 평균 6.4 ± 0.3㎍/㎖로 나타난 반면, 항

산화 효과를 나타내는 화장품 소재로 통상 쓰이는 15%

비타민 C는 0.57 ± 0.02㎍/㎖로 나타났다. 세리신은 누에
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실샘에서 분리한 단백질로 누에 자원 중에서 항산화능이

있다고 알려져 있다. 본 실험에서 혈림프와 비교할 수 있

는 항산화력을 지닌 다른 누에 자원으로 세리신 단일 물

질을 선택하여 비타민 C와 함께 대조군으로 사용하였다.

숙잠 혈림프는 비타민 C 보다는 약하나, 세리신 단일 물

질보다 항산화 효과가 30배 이상 탁월함을 알 수 있었다.

숙잠 혈림프의 활성산소 생성 억제 효과는 Fig. 1에 나

타내었다. 혈림프 단백질과 분리된 30 kDa, 70 kDa 단백

질을 확인할 수 있었고(Fig. 1. A), 이들을 이용한 활성산

소 생성 억제 효과에 있어서도 모두 대조군보다 억제 효

과가 뛰어난 결과를 나타내었다. 혈림프 단백질이 대조군

보다 약 2배, 70 kDa 단백질이 30 kDa 단백질에 비해 약 1.7

배 활성산소 생성 억제 효과를 나타냄을 확인하였다(Fig. 1. B).

3. 누에 숙잠 혈림프의 멜라닌 생성 억제 효과

숙잠 정제 혈림프의 멜라닌 생성 억제 효과를 상백피와

알부틴을 대조로 Fig. 2에 나타내었다. Fig. 2에 나타나 있

는 것과 같이 대조인 상백피와 알부틴보다 누에 숙잠 혈

림프의 멜라닌 생성 억제 효과가 우수하게 나타남을 확

인하였는데 숙잠 혈림프의 농도가 1% 시에 21.3%로 상

백피 12.15%, 알부틴 9.74%보다 각각 9.15%, 11.56% 효

과가 더 좋았다. 이러한 경향은 혈림프의 농도가 5%와

10%일 때에도 동일하게 나타났다. 이와 같은 결과로 볼

때 누에 숙잠 혈림프는 미백효과가 뛰어난 화장품 원료

조성물로 사용 가능할 것으로 생각되어진다.

4. 누에 숙잠 혈림프의 티로시나아제 활성 억제 효과

누에 숙잠 혈림프의 농도를 30 ~ 450㎍/㎖로 제조하여

티로시나아제 활성 억제 효과를 측정하였다(Fig. 3). 대조

인 상백피보다 숙잠 혈림프의 티로시나아제 활성 억제 효

과가 450㎍/㎖ 농도에서 약 90%로 우수하였으나 단일 물

질인 알부틴보다는 억제 효과가 약간 떨어지는 결과를 보

였다. 이러한 경향은 모든 실험 농도에서 동일하게 나타났다.

적 요

본 연구는 누에 숙잠 혈림프의 멜라닌 생성 억제 효과

에 대해 알아보기 위해 수행되었다. 실샘을 제거한 누에

숙잠에서 혈림프를 정제하였고, 이의 항산화, 멜라닌 생

성 억제, 티로시나아제 활성 억제 효과 여부를 실험한 결

과는 다음과 같다.

1. 숙잠의 실샘을 제거한 후, 나머지 누에조직을 분쇄하

여 원심분리 후 여과하였던 기존의 방식에서 연속식 원

심분리로 정제 방법을 개선한 결과, 수율은 53% 증가하

였고 정제기간은 5일 단축되었다.

Table 1. Comparison of hemolymph purification in existing and

advanced method

Existing method

(centrifuge+filtration)

Advanced method

(continuous 

centrifuge)

Yield 15% 68%

Refinement period 7 days 2 days

Table 2. Effect of matured silkworm hemolymph on DPPH free

radical scavenging activity

Materials IC50 (㎍/㎖)

Silkworm hemolymph 006.4 ± 0.3b

Sericin(Sigma-aldrich) 202.9 ± 33.1
a

Vitamin C 00.57 ± 0.02
c

Fig. 1. Effect of matured silkworm hemolymph on
suppressing of ROS production.

Fig. 2. Effect of matured silkworm hemolymph on suppressing

of melanin synthesis.

Fig. 3. Effect of matured silkworm hemolymph on suppressing

of tyrosinase activity.
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2. 누에 숙잠 혈림프의 DPPH 자유라디칼 소거능을 측

정한 결과 비타민 C 보다는 효과가 떨어졌지만 세리신 단

일 물질보다 높은 효과를 나타내었다.

3. 숙잠 혈림프 단백질을 음이온 교환 크로마토그래피

로 분리하여 활성산소 억제 효과를 측정한 결과, 70 kDa

과 30 kDa 단백질이 모두 포함되어 있는 혈림프 단백질

(상등액)이 대조군보다 2배, 70 kDa 단백질이 30 kDa 단

백질에 비해 약 1.7배 활성산소 억제 효과를 나타냄을 확

인하였다.

4. 누에 숙잠 혈림프의 멜라닌 생성 억제 효과는 미백

화장품 소재로 널리 사용되는 상백피와 알부틴보다 각각

9.15%, 11.56% 더 우수함을 확인하였다(혈림프 1% 농도 기준).

5. 티로시나아제 활성 억제 효과는 대조인 상백피보다

누에 숙잠 혈림프의 티로시나아제 활성 억제 효과가 우수하

였으나 단일 물질인 알부틴보다는 억제 효과가 떨어지는 결

과를 나타내었다. 하지만 정제 혈림프 농도 450㎍/㎖에서

는 90%에 이르는 티로시나아제 활성 억제 효과를 확인하였다.
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