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Abstract: Ponciri fructus, the unripe fruits of Poncirus trifo-

liata, are widely used in oriental traditional medicine as a

remedy for inflammation, gastritis, emesis, digestive ulcers,

allergy, and dysentery. To study the anti-wrinkle effects of

Ponciri fructus extract (PFE) containing flavanone glyco-

sides, PFE was fermented with Ganoderma lucidum mycelia

and its biological activities were investigated. In Ponciri fruc-

tus extracts fermented with G. lucidum (G-PFE), polyphenol

content was 1,021.00±0.50 µg/mL and flavonoid content was

589.41±0.21 µg/mL. G-PFE was found to scavenge 1,1-diph-

enyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals and superoxide anion

radical by a dose dependent manner, respectively. G-PFE

showed higher antioxidant activity than that of PFE. In addi-

tion, the photoprotective properties of G-PFE was tested in

human dermal fibroblasts (HDF) exposed to UVA radiation.

G-PFE inhibited the activity of matrix metalloproteinase-1

(MMP-1) and showed a dose dependent decrease in the ex-

pression level of MMP-1. G-PFE also increased collagen bio-

synthesis in HDF. These results demonstrate that G-PFE could

be useful as a potential cosmetic ingredient for anti-wrinkle.

Keywords: Ponciri Fructus, Ganoderma lucidum, Collagen Bio-

synthesis, Matrix Metalloproteinase-1, Anti-wrinkle

1. 서론

피부 노화는 나이가 들어감에 따라 발생하는 내인성 노화와

자외선과 같은 외부 인자에 의해 발생하는 외인성 노화로 구

분되며, 특히, 자외선에 의한 노화를 광노화 (photoaging)라

고 한다 [1]. 자외선 (ultraviolet)은 피부세포 내에 유해한 활

성 산소종 (reactive oxygen species)을 생성시켜 여러 가지 신

호전달 체계를 활성화함으로써 피부세포를 구성하는 불포

화 지방산, 단백질, DNA 등의 고분자 물질과 반응하여 피부

결합조직인 콜라겐, 엘라스틴 등과 같은 세포외 기질 단백질

의 합성을 줄이고, 구조를 변형시켜 탄력을 감소시키는 것으

로 알려져 있다 [2,3].

콜라겐은 섬유아세포에서 합성되어 진피의 대부분을 차지

하는 세포외 기질의 주요성분으로 금속 단백질 분해효소

(matrix metalloproteinases, MMPs)에 의해 분해되는 주요 기

질 단백질이다 [4]. MMPs는 피부의 각질형성세포, 섬유아세

포를 비롯한 많은 세포들로부터 분비되며, 현재까지 약 20여

종 이상의 종류가 있는 것으로 알려져 있다. 이 중 MMP-1은

collagenase 1으로 알려져 있으며, 콜라겐 type I과 III를 기질
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로 하고 있다 [5]. Brenneisen 등 [6]의 연구에 의하면 자외선

조사와 활성 산소종에 의해 피부내의 MMPs 활성이 증가되

어 진피층 내의 콜라겐 등과 같은 세포외 기질들의 붕괴에

영향을 미치며, MMPs가 광노화에 매우 중요한 역할을 하고

있는 것으로 알려져 있다.

지실 (Ponciri fructus)은 운향과 (Rutaceae)에 속하는 상록

소교목인 탱자나무 (Poncirus trifoliata Rafinesque)의 미숙과

로 5~6월에 1~2 cm의 어린 열매를 채취하여 쪼개서 음건한

것을 사용하며, 우리나라 중부 이남의 각지에서 재배된다

[7]. 한의학에서 지실은 가슴과 복부 팽만, 수종, 소화불량, 변

비 등의 증상을 완화시켜주는 목적으로 사용되었다 [8]. 최

근 연구보고에 따르면 지실은 항알러지 작용 [9], 항균작용

[10], 항암작용 [11] 및 멜라닌 생성 억제작용 [12] 등이 있는

것으로 알려져 있다.

지실에는 flavonoids 성분으로 poncirin, naringin, hesperidin,

정유성분으로 limonen, linalool, camphene, alkaloid 성분으로

skimmianine 등이 함유되어 있는 것으로 보고되어 있다 [13-

15]. Poncirin은 Citrus 속 식물에서 흔히 발견되는 주요 성분

으로 flavanone류에 속하며 주로 페놀성 수산기와 함께 배당

체 (glycosides) 형태로 존재한다. 유사물질로는 naringin, hes-

peridin 등이 있고 그들의 비배당체 (aglycone) 형태로 isosa-

kuranetin, naringenin, hesperetin 등이 가능하다. Marotti 등의

연구에 따르면 생물전환을 통해 배당체를 비배당체로 전환

하면 생물활성이 증가되는 것으로 알려져 있다 [16-18]. 

따라서 본 연구에서는 항암작용, 항산화작용, 면역조절작

용 등이 뛰어난 민주름버섯목 불로초과에 속하는 식용버섯

인 영지버섯 (Ganoderma lucidum) 균사체 [19]를 발효균주로

사용하여 생물전환 지실 추출물을 제조하였다. 제조된 생물

전환 지실 추출물로부터 유효성분의 확인, 항산화 활성, 콜

라겐 생합성 촉진효과, MMP-1 활성 저해효과 및 MMP-1 발

현 저해효과를 측정하여 주름개선 소재로서의 가능성을 검

토하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 공시 균주, 세포 배양 및 시약

본 실험에 사용된 공시균주는 영지버섯 (Ganoderma lucidum

KCTC 6729) 균사체로 한국생명공학연구원 생명자원센터

(Daejeon, Korea)에서 분양받아 사용하였다. 신생아의 포피

조직에서 분리한 사람 피부 섬유아세포는 Modern Tissue Te-

chnology사 (Seoul, Korea)로부터 구입하였다. 구입한 사람 피

부 섬유아세포를 DMEM/F12 (3:1) 배지에 10% fetal bovine

serum (FBS), 1% penicillin-streptomycin을 첨가하여 37oC,

5% CO2 조건 하에서 배양하고 계대 배양한 뒤 6~10 세대 세

포를 실험에 이용하였다. 콜라겐 정량을 위해 Procollagen

Type I C-Peptide EIA kit (MK101, Takara Biomedical Inc.,

Shiga, Japan)를 구입하여 사용하였다. MMP-1 정량을 위해

MMP-1 BiotrakTM ELISA system (Amersham, Buckingham-

shire, UK)을 구입하여 사용하였다. In vitro MMP-1 활성 저

해효과 측정을 위해 사용된 형광물질이 표지된 DQ collagen,

collagenase, 1,10-phenanthroline (1,10-PT)는 Life Technolo-

gies 사 (CA, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 3-(4,5-dime-

thyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT),

DMSO, 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH), bovine serum

albumin (BSA) 및 nitroblue tetrazolium (NBT)는 Sigma-

Aldrich사 (MO, USA)에서 각각 구입하여 사용하였다. 그 외

실험에 사용된 모든 시약들은 일급 및 특급 시약을 구입하여

사용하였다.

2.2. 지실 추출물 제조 

본 실험에 사용한 지실은 서울 경동시장 내 한약 건재상에서

구입하여 사용하였다. 세절하여 음건한 지실 100 g을 증류수

1 L로 3시간씩 3회 환류추출 후 냉침하여 와트만 (Whatman)

#5 여과지로 여과하였다. 여과된 추출물을 50oC 이하에서 감

압농축 및 동결건조한 후, 18.1 g (수율 18.1%)의 추출물을

얻었다. 동결 건조물 10 g을 증류수 1 L에 용해하여 지실 추

출물 (Ponciri fructus extract, PFE)을 제조하였다.

2.3. 생물전환 지실 추출물 제조

영지버섯 균사체를 potato dextrose agar (PDA)가 든 시험관

에 사면배양하여 4oC에 보관하여 1개월마다 계대배양하여

사용하였다. 상기 사면배지에서 계대배양된 균사체를 무균

적으로 균질화하여 탄소원으로 지실 추출물과 질소원으로

효모-맥아즙 (0.3~1.0% (w/v))이 혼합된 배지에 영지버섯 균

사체가 5% (v/v) 되도록 접종한 후 발효조 내에서 온도 28oC,

회전수 150 rpm의 조건으로 6일간 배양하였다. 배양 후 배양

액으로부터 영지버섯 균사체를 제거한 다음 생물전환 지실

추출물 (Ponciri fructus extract fermented with G. lucidum, G-

PFE)을 제조하였다.

2.4. β-glucosidase 활성 측정

배양된 영지버섯 균사체의 β-glucosidase의 활성을 24시간

간격으로 배양액을 회수하여 측정하였다. 시험관에 배양 상

등액 0.5 mL, 100 mM acetae buffer (pH 5.0) 1 mL 및 5 mM

p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 0.5 mL를 각각 넣고 혼합

한 다음, 37oC에서 30분간 반응하였다. 0.2 M Na2CO3 용액

2 mL를 넣어 반응을 종결한 후 400 nm에서 흡광도를 측정하

였다. β-glucosidase의 활성 1 unit는 분당 1 µmol의 p-nitro-

phenol을 분해하는 효소량으로 정의하였다.

2.5. 생물전환 지실 추출물의 유효성분 확인

2.5.1. 총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 화합물의 함량은 Folin-Denis 방법 [20]을 변형

하여 측정하였다. 즉, 적당하게 희석된 시료 1 mL에 95%

ethanol 1 mL와 증류수 5 mL를 첨가하고 1 N Folin-Ciocal-

teu's reagent 0.5 mL를 넣어 잘 섞어 주었다. 5분간 방치한 후,

10% Na2CO3 1 mL를 가한 후, 725 nm에서 1시간 이내에 흡
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광도를 측정하였다. 이때 총 폴리페놀 함량은 tannic acid을

이용하여 미리 작성한 표준검량곡선으로부터 환산하여 정

량하였다.

2.5.2. 총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량은 Moreno 등 [21]의 방법에 의해 측정

하였다. 각 시료 0.5 mL에 10% aluminum nitrate 0.1 mL, 1 M

potassium acetate 0.1 mL 및 에탄올 4.3 mL를 가하여 혼합하

고 실온에서 40분 동안 정치한 뒤 415 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 이 때 총 플라보노이드 함량은 quercetin을 이용하

여 작성한 표준검량곡선으로부터 환산하여 정량하였다.

2.5.3. HPLC를 이용한 flavanone aglycone 함량 변화 분석

PFE에 존재하는 flavanone glycoside인 poncirin과 G-PFE에

존재하는 flavanone aglycone인 isosakuranetin의 변화를 확인

하기 위하여 HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 실시하였다.

HPLC 분석조건은 다음과 같다. 검출기 PDA detector, 검출

파장 289 nm, 분석 칼럼 Atlantis dC18 (4.6×250 mm, 5 µm,

Waters, USA), 시료 주입량 20 µL, 유속 1.0 mL/min, 이동상

용매로는 poncirin의 경우 메탄올:0.3% 인산용액:아세트니트

릴 (20:60:20, v/v%), isosakuranetin의 경우 메탄올:0.3% 인산

용액:아세트니트릴 (25:45:30, v/v%)로 분석하였다.

2.6. 항산화 활성

2.6.1. DPPH 라디칼 소거 활성

DPPH 라디칼에 대한 소거활성은 Blois [22]의 방법을 변형

하여 측정하였다. 각 시료 20 µL에 0.1 mM DPPH 180 µL를

넣고 혼합한 후, 30분 동안 방치한 다음 560 nm에서 흡광도

를 측정하였다. DPPH 라다칼 소거능은 [(시료를 첨가하지

않은 대조군의 흡광도 −시료를 첨가한 반응군의 흡광도) /

시료를 첨가하지 않은 대조군의 흡광도 × 100] 식으로부터

구하였다.

2.6.2. Superoxide 음이온 라디칼 소거 활성

Superoxide 음이온 라디칼 소거활성은 Okamura 등 [23]의 방

법을 변형하여 측정하였다. 즉, 시료 20 µL, 2 mM xanthine과

0.1 mM NBT 혼합액 160 µL를 넣고, 0.05 mM EDTA가 포함

된 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4)에 녹인 xan-

thine oxidase (0.5 unit/mL) 20 µL를 가하여 37oC에서 30분 동

안 반응시켰다. 여기에 2.5 N HCl 80 µL를 첨가하여 반응을

중지시키고 560 nm에서 흡광도를 측정하였다. Superoxide 음

이온 라디칼 소거능은 [(시료를 첨가하지 않은 대조군의 흡

광도 −시료를 첨가한 반응군의 흡광도) /시료를 첨가하지

않은 대조군의 흡광도 × 100] 식으로부터 구하였다.

2.7. 세포독성 측정

세포 독성은 MTT 시약을 이용하여 세포 생존율을 측정하는

Mosmann [24]의 방법을 변형하여 실시하였다. HDF를 2×104

cells/well 농도로 96-well plate에 접종한 후, 각 well에 시료를

투여하여 CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. MTT 용액 (5

µg/mL)을 첨가하고 4시간 후 원심 분리하여 상등액을 제거

하고, 100 µL acid-isopropanol (0.04 N HCl in isopropanol)을

첨가한 후, 푸른색의 formazan이 용출되도록 하여 microplate

reader (BioTek Instruments, VT, USA)로 565 nm에서 흡광도

를 측정하였다.

2.8. 콜라겐 생합성 촉진 효과 측정

HDF 배양액 내에서 생성되는 콜라겐 생합성 정도는 Pro-

collagen Type I C-Peptide EIA kit (Japan)를 사용하여 측정하

였다. 즉, 세포를 2×106 cells/well 농도로 6-well plate에 접종

하여 CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 시료를 혈청 무첨

가 배지로 적정 농도로 희석하여 첨가한 후, 24시간 추가 배

양하였다. 양성 대조군으로 사용한 비타민 C는 17.62 µg/mL

의 농도로 첨가하였다. 단클론 항체 (mouse monoclonal anti-

PIP)가 coating된 microplate의 각 well에 antibody-peroxidase

(POD) 용액 100 µL와 배양 상등액 또는 표준액 20 µL씩 넣고

잘 혼합한 다음 37oC에서 3시간 반응하였다. 세척용 완충제

(wash buffer)로 4회 세척한 다음, 기질 용액 (3,3',5,5'-tetra-

methylbenzidine (TMB)/H2O2)을 각 well에 100 µL씩 넣고 실

온 (20~25oC)에서 15분간 반응하였다. 1 M H2SO4로 반응을

완전히 중지시킨 후, 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정

된 표준액에 대한 표준곡선으로부터 시료의 농도를 산출하

였다.

2.9. MMP-1 활성 저해 효과 측정

시료의 MMP- 1 활성 저해 효과 측정은 Wang 등 [5]이 사용한

방법을 약간 변형하여 실시하였다. 즉, 반응완충액 100 µL에

DQ collagen (0.25 mg/mL) 20 µL, 시료 40 µL와 0.5 unit col-

lagenase 40 µL를 첨가하였다. 암소, 실온에서 20분경과 후,

형광분광광도계(PerkinElmer, MA, USA)를 이용하여 흡수파

장 495 nm, 방출파장 515 nm로 형광값을 측정하였고, 대조군

으로 효소액 대신 반응 완충액을 효소와 동량 첨가하여 형광

값을 측정하였다. 양성 대조군으로는 1,10-PT를 사용하였다.

2.10. MMP-1 발현 저해 효과 측정

UVA 조사에 의해 유도되는 MMP-1 발현 저해효과 측정은

MMP-1 BiotrakTM ELISA system (UK)를 이용한 enzyme lin-

ked immunosorbent assay 방법으로 실시하였다. 먼저 HDF에

UVA를 조사한 후, 시료를 처리하여 24시간 배양한 배양 상

등액 또는 표준액을 MMP-1에 대한 단클론 항체 (mouse mo-

noclonal anti-MMP-1)로 coating된 microplate의 각 well에

100 µL씩 분주한 후, 실온에서 2시간 동안 배양하였다. 세척

용 완충제로 4회 세척한 다음, 각 well에 MMP-1에 대한 다클

론 항체 (rabbit anti-MMP-1)를 100 µL씩 분주한 후, 실온에

서 2시간 동안 배양하였다. 세척용 완충제로 4회 세척한 다

음 각 well에 peroxidase conjugate (donkey anti-rabbit Horse-

radish Peroxidase)를 100 µL씩 분주한 후, 실온에서 1시간 동

안 배양하였다. 반응이 끝난 후, 세척과정을 4회 반복하였으
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며, 희석된 기질 용액을 각 well에 100 µL씩 분주한 후, 실온

에서 30분간 반응하였다. 반응 정지 용액 (1 M H2SO4)을 각

well에 100 µL씩 넣고 30분 내에 450 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 측정된 표준액에 대한 표준곡선으로부터 시료의 농

도를 산출하였다.

2.11. 자료분석 및 통계처리 

모든 실험결과는 평균±표준편차로 표기하였으며, 각 군간의

통계적 유의성 검증은 SPSS 18.0 (SPSS Inc., IL, USA)을 이

용한 one-way ANOVA로 하였으며, p 값이 0.05 미만일 때 통

계적으로 유의하다고 판단하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 총 폴리페놀 함량 및 플라보노이드 함량 측정 결과

폴리페놀이란 녹색식물이 광합성 작용을 할 때 생성된 탄수

화물의 일부가 변화한 2차 대사산물로 식물계에 8,000여 개

의 구조를 가진 성분으로 존재하며 페놀성 화합물이라고도

한다. 분자 내 페놀성 수산기가 효소 단백질과 같은 거대 분

자들과 결합하는 성질이 있기 때문에 항산화 작용, 항암 및

콜레스테롤 저하작용 등의 다양한 생리활성을 가진다 [25].

또한, 플라보이드는 항균, 항암, 항바이러스, 항알러지 및 항

염증 활성 등이 보고되어 있다 [26].

G-PFE와 PFE 내 총 폴리페놀과 플라보노이드의 함량 변화

를 측정하기 위해 표준물질로 각각 tannic acid와 quercetin을

사용하였다. 그 결과 Table 1에서와 같이 G-PFE는 1,021.00±

0.50 µg/mL의 폴리페놀 화합물과 589.41±0.21 µg/mL의 플

라보노이드를 함유하는 것으로 나타난 반면에 PFE는 각각

585.02±0.31 µg/mL과 107.71±0.41 µg/mL를 함유하는 것으

로 나타났다. 생물전환을 통해 폴리페놀 함량은 생물전환 전

에 비해 약 1.75배, 플라보노이드 함량은 약 5.5배 정도 증가

하는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 Jeong 등 [27]이 보고

한 원료 인삼보다 균사체로 배양된 인삼의 폴리페놀 함량이

높다는 결과와 일치하며, 이는 발효 균주로 사용된 영지버섯

균사체가 배양되는 과정에서 결합된 고분자 페놀 화합물이

저분자로 분해 또는 파괴되거나 새로운 페놀 화합물들이 생

성되었기 때문이라 사료된다.

3.2. HPLC를 이용한 flavanone aglycone 함량 변화 분석

결과

영지버섯 균사체 배양액의 β-glucosidase 활성을 측정한 결

과 배양 6일째에 75.2 mU/mL로 가장 높게 나타났다 (Fig. 1).

G-PFE 내의 flavanone aglycone인 isosakuranetin의 변화를

확인하기 위하여 HPLC로 분석하였다. Poncirin과 isosakura-

netin을 메탄올과 디메칠설폭사이드에 용해 후, 표준 원액으

로 하여 이를 메탄올로 적당히 희석하여 표준액으로 하였다.

검체는 0.45 µm membrane filter로 여과하여 물로 50배 희석

하여 검액으로 하였다. 표준액 및 검액을 HPLC로 분석한 후,

각각의 피크 면적을 미리 작성한 검량선식에 대입하여 검액

중 poncirin과 isosakuranetin의 양을 구하였다. Poncirin과

isosakuranetin의 검량선은 모두 3.125~200 µg/mL의 범위에

서 상관계수 (R2)가 0.999 이상으로 양호한 직선성을 보였다

(data not shown). 또한 poncirin과 isosakuranetin은 각각의 이

동상 조건에서 16.8분과 17.0분에 각각 검출되었다 (Fig. 2).

영지버섯 균사체로 PFE를 생물전환시킨 결과, 생물전환

전에 비해 배당체인 poncirin의 함량은 1,937.91±24.35 µg/

mL에서 96.07±11.20 µg/mL 감소하였고 (Fig. 2A, B), 반면에

favanone aglycone인 isosakuranetin의 함량은 0.17±0.01 µg/

mL에서 322.09±25.12 µg/mL로 증가하는 것으로 나타났다

(Fig. 2C, D). 대두 추출물을 영지버섯 균사체로 생물전환한

이전의 연구결과에 따르면, 대두 추출물을 영지버섯 균사체

로 배양할 경우 배당체인 isoflavone glycoside가 배양 9일 후

에는 isoflavone aglycone으로 전환되는 것으로 보고되었다

[28]. 따라서 본 연구에서 나타난 G-PFE 내 flavanone agly-

cone이 생성되는 것은 생물전환 공정 중 flavanone glycoside

가 분해되어 영지버섯 균사체의 탄소원으로 이용되고 남은

대사산물로 사료된다.

3.3. DPPH 라디칼 소거 효과

DPPH는 자유 라디칼의 안정된 모델로서 반응 중 DPPH 라

디칼의 감소는 자유 라디칼의 소거반응이 진행됨을 알 수 있

Table 1. Changes of the content of total polyphenol and flavonoid

in Ponciri fructus extract fermented with G. lucidum (G-PFE) and

Ponciri fructus extract (PFE) (µg/mL)

Sample Total polyphenol1) Total flavonoid2)

PFE 585.02±0.31 107.71±0.41
G-PFE 1,021.00±0.50 589.41±0.21

Each value represents of three determinations±the standard deviations.
1)A standard compound was tannic acid for total polyphenol assay.
2)A standard compound was quercetin for total flavonoid assay.

Fig. 1. Changes in β-glucosidase activity and pH in the culture of
Ganoderma lucidum mycelia. G. lucidum mycelia were cultured at

28oC on a shaking incubator at 150 rpm for 7 days and the β-glu-
cosidase activity and pH of the media were measured spectrophoto-

metrically.
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고, 지질과산화의 초기반응의 억제 정도를 예측할 수 있기

때문에 시료의 항산화 작용을 측정할 때 DPPH 라디칼 소거

능 측정법이 많이 이용된다 [29]. G-PFE의 항산화 효과를 측

정한 결과, G-PFE와 PFE는 투여 농도 의존적으로 DPPH 라

디칼 소거작용을 나타내었다 (Fig. 3). 즉, G-PFE를 50, 100,

200, 400 µg/mL 의 농도로 처리한 경우 각각의 DPPH 라디칼

소거능은 30.5±1.5%, 50.0±3.3%, 80.5±2.5%, 95.5±5.1%로 나

타난 반면에, PFE의 경우 20.3±2.3%, 40.5±5.0%, 60.4±3.7%,

80.5±6.5%로 나타나 PFE를 생물전환할 경우 상대적으로 소

거능이 증가한 것으로 나타났다 (p<0.05). 양성 대조군인 비

타민 C는 11 µg/mL에서, G-PFE는 100 µg/mL에서 각각 DPPH

라디칼을 50% 소거하는 것으로 나타났다. 따라서 G-PFE는

DPPH 라디칼 소거능이 단일 성분인 비타민 C에 뒤지지 않

은 매우 우수한 효과를 가지는 것으로 밝혀졌다.

3.4. Superoxide 음이온 라디칼 소거 효과 

Superoxide 음이온 라디칼의 저해작용은 xanthine oxidase에

의해 발생한 superoxide 음이온 라디칼이 사용된 시료에 의

해 제거된 비율을 측정하여 항산화 효능을 평가하는 방법으

로 알려져 있다 [30]. 양성 대조군으로 3-t-butyl-4-hydroxy-

anisole (BHA)를 이용하여 G-PFE의 superoxide 음이온 라디

칼 소거효과를 비교한 결과를 Fig. 4에 나타내었다. 그 결과

G-PFE는 투여 농도 의존적으로 superoxide 음이온 라디칼 소

거작용을 나타내 50, 100, 200, 400 µg/mL의 농도에서 각각

50.0±5.0%, 70.5±3.2%, 85.7±4.7%, 95.5±5.5%의 소거능을 나

타내었고, PFE의 경우 40.7±3.5%, 60.7±5.1%, 70.3±5.4%,

80.5±4.5%의 소거능을 나타내 PFE를 영지버섯 균사체로 생

물전환한 경우 상대적으로 항산화 활성이 증가하는 것으로

나타났다 (p<0.05). 양성 대조군인 BHA는 32 µg/mL에서, G-

PFE는 50 µg/mL에서 각각 superoxide 음이온 라디칼을 50%

소거하였다. Kim 등 [31]은 버섯 균사체로 발효하는 과정에

서 항산화 활성이 낮은 화합물이 항산화 활성이 높은 물질로

생물전환 되거나 항산화 활성과 관련된 화합물이 버섯 균사

체 배양 시 배지 속으로 유출되어 항산화 활성이 높아진다고

보고하였는데, 본 연구에서도 영지버섯 균사체가 PFE를 탄

소원으로 하여 배양되는 과정에서 페놀성 화합물과 같은 항

산화 물질들이 증가되어 항산화 활성이 높아진 것으로 사료

Fig. 2. HPLC profile of poncirin and isosakuranetin in Ponciri fructus extract fermented with G. lucidum (G-PFE) and Ponciri fructus ex-

tract (PFE). The chromatogram of (A) and (B) showed change of poncirin in PFE and G-PFE, respectively. The chromatogram of (C) and

(D) showed change of isosakuranetin in PFE and G-PFE, respectively.

Fig. 3. Scavenging activity of Ponciri fructus extract fermented with

G. lucidum (G-PFE) and Ponciri fructus extract (PFE) on DPPH

radicals. All values were expressed as the average of triplicate

samples with SD. The SC50 of vitamin C (positive control) showed

11 µg/mL. *p<0.05 compared with control (negative control).
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된다.

3.5. 세포 독성

G-PFE와 PFE의 사람 피부 섬유아세포에 대한 독성여부를

알아보기 위하여 다양한 농도로 처리하고 세포의 생존율을

관찰하였으며, 그 결과는 Fig. 5와 같다. G-PFE와 PFE는 최

고 1,000 µg/mL 농도에서도 90% 이상의 세포 생존율을 나타

내어 세포 독성이 없는 것으로 나타났다. 따라서 1,000 µg/

mL 농도 이하 범위를 기준으로 세포 실험을 실시하였다.

3.6. 콜라겐 생합성 촉진 효과

콜라겐은 진피 결합조직을 구성하는 세포외 기질의 주성분

으로 프로콜라겐이라는 전구물질 형태로 합성된다. 프로콜

라겐은 아미노 말단과 카르복실 말단에 프로펩티드라는 펩

티드 염기서열을 포함하는데, 이들은 콜라겐 중합반응이 일

어날 때 콜라겐 분자로부터 분리된다고 알려져 있다 [4]. 따

라서 프로펩티드의 양을 측정함으로써 세포내 콜라겐 생합

성 정도를 예측할 수 있다. G-PFE의 콜라겐 생합성 정도를

Procollagen Type I C-Peptide EIA kit (Japan)를 이용하여 측

정한 결과를 Fig. 6에 나타내었다. 양성 대조군으로 콜라겐

생합성 촉진 효과가 있다고 알려진 비타민 C를 이용하여 G-

PFE와 비교하였다. 그 결과 G-PFE를 100, 200, 400 µg/mL 농

도로 처리한 경우 음성 대조군 대비 콜라겐 생합성을 각각

125.0±7.8%, 135.3±11.5%, 178.3±20.8% 증가시키는 것으로

나타났다 (p<0.05). 양성 대조군인 비타민 C는 17.62 µg/mL

농도에서 152.0±26.6%의 콜라겐 생합성을 촉진하였고, PFE

의 경우 콜라겐 생성에 별다른 영향을 미치지 못하는 것으로

나타났다. 이러한 결과는 Kim 등 [32]이 보고한 일반 우방자

추출물보다 잎새버섯 균사체로 배양된 우방자 추출물의 콜

라겐 생합성 촉진효과가 우수한 결과와 일치하며, 이는 버섯

균사체가 배양되는 과정에서 생성되는 flavanone aglycone과

세포외 다당체 (exo-polysaccharide)에 의한 작용으로 사료된

다.

3.7. MMP-1 활성 저해 효과 

피부 건조중량의 약 90%에 달하는 콜라겐은 진피 결합조직

의 주요 구성 단백질로 콜라겐의 분해는 곧 결합조직의 탄력

저하와 피부의 주름 및 처짐에 직접적인 영향을 미친다. 체

내에서 생성되는 수십 종의 MMPs 가운데 MMP-1은 콜라겐

에 특이적으로 작용하는 단백질 분해효소 (proteinase)로서

MMP-1의 활성을 억제하여 콜라겐을 보호하면 피부조직의

탄력을 유지하고 주름의 생성을 예방할 수 있는 것으로 알려

Fig. 4. Scavenging activity of Ponciri fructus extract fermented with

G. lucidum (G-PFE) and Ponciri fructus extract (PFE) on superoxide

anion radicals. All values were expressed as the average of tripli-

cate samples with SD. The SC50 of BHA (positive control) showed

32 µg/mL. *p<0.05 compared with control (negative control).

Fig. 5. Effect of Ponciri fructus extract fermented with G. lucidum

(G-PFE) and Ponciri fructus extract (PFE) on a cell viability in

human dermal fibroblasts. All values were expressed as the average

of triplicate samples with SD.

Fig. 6. Effect of Ponciri fructus extract fermented with G. lucidum (G-

PFE) and Ponciri fructus extract (PFE) on a procollagen biosynthesis

in human dermal fibroblasts. All values were expressed as the average

of triplicate samples with SD. Vitamin C (positive control) was showed

152.0±26.6% of collagen biosynthesis at 17.62 µg/mL. *p<0.05 com-
pared with control (negative control).
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져 있다 [33]. 따라서 형광물질이 표지된 DQ collagen을 이용

하여 G-PFE의 MMP-1 활성 저해 작용을 측정하였다. 양성

대조군으로 MMP-1 활성 저해 작용이 있는 것으로 알려진 1,

10-PT를 이용하여 G-PFE와 비교하였다. 그 결과 Fig. 7과 같

이 G-PFE는 투여 농도 의존적으로 MMP-1의 활성을 저해하

는 것으로 나타났다. 즉, G-PFE와 PFE를 100, 200, 400 µg/

mL의 농도로 처리한 경우, G-PFE는 MMP-1의 활성을 각각

56.7±10.4%, 82.7±6.5%, 97.3±5.5% 저해하였고, PFE는 각각

25.5±8.9%, 45.6±7.8%, 60.5±10.5% 저해하는 것으로 나타났

다. 따라서 PFE를 영지버섯 균사체로 배양한 경우 일반 PFE

보다 MMP-1 저해 활성이 증가하는 것으로 나타났다. 또한,

양성 대조군인 1,10-PT는 24 µg/mL에서 MMP-1의 활성을

50% 저해하는 것으로 나타났다. Kim 등 [34]은 인삼을 증기

로 쪄서 숙성시키는 과정에서 2차적인 성분 변화를 초래하여

인삼에 존재하지 않는 특유의 새로운 약효 성분들이 생성되

어 MMP-1 저해 활성과 같은 새로운 생리활성이 증가된다고

보고하였는데, 본 연구에서 G-PFE가 일반 PFE보다 MMP-1

저해 활성이 증가된 것도 버섯 균사체 배양시 증가되는 β-

glucosidase의 활성에 의해 flavanone aglycone을 비롯한 새로

운 유효 성분들이 증가되어 생리활성이 증가된 것으로 사료

된다.

3.8. MMP-1 발현 저해 효과

자외선은 피부에서 활성 산소종을 생성시켜 다수의 신호전

달경로를 활성화시킴으로써 전사인자인 activator protein-1

(AP-1)과 nuclear factor-κB (NF-κB)를 활성화시켜 염증반응

과 함께 콜라겐 분해를 촉진하는 MMP-1의 발현을 증가시키

는 것으로 알려져 있다 [35]. 따라서 UVA 조사에 의해 유도

되는 MMP-1 발현에 미치는 G-PFE의 영향을 MMP-1 Bio-

trakTM ELISA system (UK)을 이용하여 측정하였다. 양성 대

조군으로 MMP-1의 발현을 저해하는 것으로 알려진 all-trans

retinoic acid (RA)를 이용하여 G-PFE와 비교한 결과 Fig. 8에

나타난 바와 같이 G-PFE는 농도 의존적으로 MMP-1의 발현

을 저해하였다. 즉, G-PFE를 100, 200, 400 µg/mL의 농도로

처리한 경우, MMP-1의 발현을 각각 60.9±3.3%, 72.6±2.7%,

84.4±5.2% 저해하는 것으로 나타났으며, PFE의 경우 14.8±

3.5%, 24.5±4.5%, 35.5±5.3% 저해하는 것으로 나타났다 (p<

0.05). 양성 대조군인 RA는 1.1 µg/mL의 농도에서 52.0±2.4%

저해하는 것으로 나타났다. PFE를 영지버섯 균사체로 배양

한 경우 일반 PFE보다 UVA에 의한 MMP-1의 발현 저해 활

성이 증가하는 것으로 나타났다. Bae 등 [36]은 잎새버섯 균

사체가 생성하는 세포외 다당체가 UVA에 의해 증가되는

MMP-1의 발현을 저해한다고 보고하였다. 따라서 G-PFE가

일반 PFE보다 MMP-1 발현 저해 효과가 우수한 것은 영지버

섯 균사체의 배양에 의해 flavanone aglycone과 세포외 다당

체의 생성이 증가되었기 때문인 것으로 사료된다. 향후 G-

PFE의 MMP-1 발현 저해 메커니즘과 콜라겐 생합성 촉진 메

커니즘에 관한 연구는 추가적으로 진행되어야 할 것으로 사

료된다.

4. 결론

본 연구에서는 영지버섯 균사체를 발효균주로 사용하여 제

조된 G-PFE로부터 유효성분의 확인, 항산화 활성, 콜라겐 생

합성 촉진 효과, MMP-1의 활성 저해 효과 및 UVA가 조사된

사람 피부 섬유아세포에서 MMP-1 발현 저해 효과를 측정하

여 주름개선 소재로서의 가능성을 검토하였다.

일반 PFE를 탄소원으로 하여 영지버섯 균사체를 배양한

Fig. 7. Inhibitory effect of Ponciri fructus extract fermented with G.

lucidum (G-PFE) and Ponciri fructus extract (PFE) on a MMP-1 acti-

vity. All values were expressed as the average of triplicate samples with

SD. The IC50 of 1,10-PT (positive control) showed 24 µg/mL. *p<0.05
compared with control (negative control).

Fig. 8. Inhibitory effect of Ponciri fructus extract fermented with G.

lucidum (G-PFE) and Ponciri fructus extract (PFE) on the expression

of MMP-1 in UVA-irradiated human dermal fibroblasts. All values

were expressed as the average of triplicate samples with SD. The IC50

of RA (positive control) showed 1.1 µg/mL. *p<0.05 compared with
control (negative control, UVA).
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경우 flavanone glycoside (poncirin)가 flavanone aglycone (iso-

sakuranetin)으로 전환되어 여러 가지 생물학적 활성이 증가

됨을 확인하였다. G-PFE의 항산화 활성을 측정한 결과 농도

의존적으로 DPPH 라디칼과 superoxide 음이온 라디칼을 소

거하였다. G-PFE를 100, 200, 400 µg/mL 농도로 처리한 경우

콜라겐 생합성을 음성 대조군 대비 각각 125.0±7.8%, 135.3±

11.5%, 178.3±20.8% 증가시키는 것으로 나타났다. MMP-1

의 활성은 각각 56.7±10.4%, 82.7±6.5%, 97.3±5.5% 저해하는

것으로 나타났으며, MMP-1의 발현은 각각 60.9±3.3%, 72.6

±2.7%, 84.4±5.2% 저해하는 것으로 나타났다. 이상의 실험

결과를 종합해 볼 때 G-PFE는 사람의 섬유아세포에 대하여

콜라겐 생합성을 증가시키고 MMP-1의 활성과 발현을 억제

하였으며 항산화 효과가 우수한 것으로 보아 주름개선 소재

로써 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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