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Abstract

Objective : Siegesbeckia Herba can treat various skin disease by expelling wind and removing dampness and 

clearing away heat and toxic material effects. This study was designed to investigate effects of Siegesbeckia Herba 

Extracts(SHE) on skin elasticity and whitening using B16F10 cell lines. 

Method : In this experiment, We observed effect of SHE on cell viability, inhibition of melanin synthesis and 

inhibitory effect on tyrosinase and elastase.

Results : 1. SHE treated group showed decreased cell viability rates significantly compared with non-treated 

group. More than SHE 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖ and 1,000 ㎍/㎖ of treated groups were lower levels of 

melanin synthesis respectively. 

         2. SHE significantly showed tyrosinase inhibitory activity in vitro, SHE increased tyrosinase inhibitory 

activity and elastase inhibitory activity in B16F10 cells, and tyrosinase inhibitory activity in vitro. 

         3. Tyrosinase inhibitory activity and elastase inhibitory activity in B16F10 cells, tyrosinase inhibitory 

activity in vitro were not accepted statistical significance compared with non-treated group. 

         4. SHE treated group showed increased SOD-like activity rates significantly compared with non-treated 

group. More than SHE 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖ and 1,000 ㎍/㎖ of treated groups were lower levels of 

melanin synthesis respectively.
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  Conclusion : These results suggest that SHE can inhibit melanin synthesis and tyrosinase inhibtory activity. So, 

We suggest that SHE can be maintained skin whitening.
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Ⅰ. 서  론

피부는 인체의 가장 겉면에 존재하며 끊임없이 재

생되고, 인체를 외부환경에서 보호하며, 내부 장기의 

기능을 정상적으로 유지하게 한다1). 피부는 해부학적

으로 외부와의 경계부에 위치하여 개체에 손상을 줄 

수 있는 미생물, 화학물질 뿐만 아니라 열, 한랭, 자외

선 및 기계적 자극과 같은 물리적 인자들에 항상 노

출되어 있다. 이러한 여러 자극에 의해 착색, 탄력의 

저하, 주름 형성 등 일반적으로 피부 노화라고 부르는 

현상이 가속화 될 수 있다2). 

피부미용은 우리의 일상생활과 깊은 관계를 갖고 

있고, 많은 사람들이 관심을 갖는 보편화된 분야라고 

할 수 있으며, 과학이 더욱 발전함에 따라 미백, 노화 

등의 의학적인 면이 피부미용의 목적에 더해지고 있

다3). 한의학에서도 미백 및 주름에 대한 단미제4-8)와 

복합제제9-11)에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다.  

豨簽(Siegesbeckia Herba)은 去風濕, 通經絡, 淸熱

解毒하는 효능이 있고12), 선행연구로는 혈전형성억제 

효과13), 혈관이완 효과, 항산화 효과14), 신생혈관 억제

를 통한 항비만 효과15), 식중독 유발세균 억제 효과16), 

퇴행성 관절염에서의 연골보호 효과17) 등이 알려져 

있으며, 특히 희첨은 reactive oxygen radical이 유도

하는 oxidative stress와 상관관계가 있다고 밝혀져 있

어14) 피부의 항노화에 효과가 있을 것으로 기대되지

만 이에 대한 직접적인 연구는 접하지 못했다.

이에 저자는 피부미백과 탄력에 미치는 희첨의 효

과를 알아보고자 악성 흑색종 세포주의 세포 생존율

에 미치는 효과, melanin 생성 및 그에 관여하는 

tyrosinase 억제 활성 효과 그리고 그에 관련된 

Superoxide dismutase(SOD) 유사활성, elastase 억제 

활성 효과 등을 관찰하여 유의한 결과를 얻었기에 보

고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 연구에 활용된 희첨(Siegesbeckia Herba, SH)12)

은 국화과에 속한 일년생 초본인 진득찰(Siegebeckia 

glabrescens Makino), 털진득찰(S. pubescens 

Makino) 및 제주진득찰(S. orientalis L.)의 地上部 全

草를 건조한 것으로 여름과 가을철에 꽃이 피기 전 

및 꽃이 핀 시기에 채취하여 정선하고 九蒸九曝한 것

을 동신대학교 부속 순천한방병원에서 구입한 후 동

신대학교 본초학교실에서 검수를 받아 사용하였다. 

2) 세포주

인간 유래 악성 흑색종(melanoma) 세포주인 

B16F10 cell lines은 한국세포주은행(KCLB, Korea)

에서 구입하여 사용하였다.

2. 방법

1) 시료 추출

희첨 100 g을 증류수 1,500 ㎖과 함께 100℃에서 

2 시간 동안 물로 전탕한 다음 3,000 rpm에서 15 분

간 원심분리하여 찌꺼기를 제거하고 상층액을 얻은 
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후 동결건조기(삼원, 한국)를 이용하여 동결건조 분말

(Siegesbeckia Herba Extracts, SHE) 8.53 g을 얻었

다. 연구에 사용하기 위한 SHE는 인산 완충액

(phosphate buffered saline, PBS)에 다시 녹여 0.22 

㎛의 필터(Syringe filter, Whatman)로 걸러 멸균을 

대신하였다.

2) 세포 배양

B16F10 세포의 생육 배지로는 RPMI 1640(Sigma, 

R4130)을 이용하였고, 배지에는 10% fetal bovine 

serum(Gibco LOT. NO. 1006842, FBS)와 penicillin- 

streptomycin(100 units/㎖, 100 ㎍/㎕)을 첨가하였으

며, 실험기간 동안 세포주는 5% CO2 incubator에서 

배양하였다. 

3) 세포 생존율 측정

SHE가 B16F10 세포에 미치는 증식율은 

3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazol

ium bromide(MTT) assay18)를 통해 측정하였다. 즉, 

B16F10 세포를 배양하여 96 well plate에 각 well당 

5×104 cell/㎖의 농도로 분주하고, 5% CO2 incubator

에서 37℃를 유지하면서 24 시간 동안 pre- 

incubation시킨 후 SHE를 각 농도별(0, 62.5, 125, 

250, 500, 1,000 ㎍/㎖)로 처리한 다음 24 시간 배양

하였다. 그 후 MTT 시약을 처리한 다음 MTT 시약

이 생존 세포의 효소작용에 의해 환원되도록 2∼4 시

간을 배양한 다음 배양액을 제거하고 각 well에 생성

된 formazan 결정을 DMSO를 넣어 녹인 후 

Microplate Reader(Bio-rad, USA)를 이용하여 475 

㎚에서 측정하였다. 

4) Melanin 생성 억제율 측정

SHE가 melanin 생성에 미치는 영향은 Hosei 등19)

의 방법을 변형하여 측정하였다. 즉, B16F10 세포를 

배양하여 24 well plate에 각 well당 5×104 cell/well

의 농도로 분주하고, 부착 및 안정화를 위하여 24 시

간을 배양하였다. 배양이 끝난 다음 α-MSH(α

-melanocyte stimulating hormone) 100 nM과 SHE

를 각 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖)을 

처리한 다음 5% CO2 incubator에서 37℃를 유지하

면서 24∼48 시간 배양하였다. 배양한 후 각 well를 

PBS로 세척한 다음 1 N NaOH 용액 1 ㎖을 첨가하

고 60℃에서 3 시간 동안 용해시킨 후 Microplate 

Reader(Bio-rad, USA)를 이용하여 475 ㎚에서 측정

하였다.

5) 비세포의 tyrosinase 저해 활성 측정 

Tyrosinase 억제 효과는 dopachrome 방법20)을 이

용하여 측정하였다. 0.2M potassium phosphate 

buffer(pH 6.5) 2.3 ㎖와 2 mM L-tyrosine 용액 0.4 

㎖을 가한 후 감꼭지 극성 용매별 분획물 15 ㎎을 

DMSO 2 ㎖에 녹인 후 SHE 최종농도가 0, 62.5, 

125, 250, 500, 1000 ㎍/㎖가 되도록 0.2 ㎖를 가하

고, mushroom tyrosinase(110 unit/㎖) 0.1 ㎖를 첨

가하여 37℃ 수욕상에서 20 분간 반응시킨 후 475 ㎚

에서 흡광도를 측정하였다. 저해 비율은 다음과 같이 

계산하였다.

Tyrosinase inhibition(%) = 〔1-{(B-C)/(A-D)}]×100

여기서 A는 효소만 첨가된 반응용액, B는 효소와 

시료가 모두 첨가된 반응 용액, C는 시료만 첨가된 반

응 용액, D는 효소와 시료가 모두 첨가되지 않은 반

응 용액의 475 nm에서의 흡광도 값이다.

6) 세포 내 tyrosinase 저해 활성 측정

B16F10 세포를 배양하여 24 well plate에 각 well

당 1×105 cell/well의 농도로 분주한 후, 부착 및　안

정화를 위해 24 시간 방치한 다음 SHE를 각 농도별

(62.5 ㎍/㎖, 250 ㎍/㎖, 1000 ㎍/㎖)로 처리한 후 5% 

CO2 incubator에서 37℃를 유지하면서 24 시간 배양

하였다. 24 시간 배양 후, 세포를 1% Triton X-100

을 함유한 10 mM PBS 100 ㎕에 현탁시켰다. 현탁된 
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세포를 vortexing한 후 1000 rpm에서 5 분간 원심분

리하여 상층액을 활성 측정 효소액으로 이용하였다. 

Tyrosinase 저해 활성을 측정하기 위하여 96 well 

plate에 효소액 100 ㎕를 넣고, 기질인 L-DOPA (2 

㎎/㎖) 200 ㎕를 첨가한 후, 5% CO2 incubator에서 

37℃를 유지하면서 1 시간 동안 반응을 진행시킨 다

음 Microplate Reader (Bio-rad, USA)를 이용하여 

475 ㎚에서 측정하였다. Tyrosinase의 활성 저해율은 

대조군의 흡광도에 대한 백분율로 계산하였다21).

7) 비세포의 elastase 저해 활성 측정

Elastase 저해 효과는 Lyu 등의 방법22)을 이용하여 

측정하였다. 0.05 M Tris-Hcl buffer(pH 8.0) 2.3 ㎖

와 0.2 mM N-succinyl-Ala-p-nitroanilde 기질 용액 

0.4 ㎖을 가한 후 감꼭지 극성 용매별 분획물 15 ㎎을 

DMSO 2 ㎖에 녹인 후 SHE 최종농도가 0, 62.5, 

125, 250, 500, 1000 ㎍/㎖가 되도록 0.2 ㎖를 가하고 

기질의 활성화를 위해 25℃ 수욕상에서 20 분간 배양

시켰다. 반응액에 porcine pancreatic elastase(0.5 

unit/㎖) 0.1 ㎖를 첨가가여 25℃ 수욕상에서 20 분간 

반응시킨 후 475 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 저해 

비율은 다음과 같이 계산하였다.

Elastase inhibition(%) = 〔1-{(B-C)/(A-D)}]×100

여기서 A는 효소만 첨가된 반응용액, B는 효소와 

시료가 모두 첨가된 반응 용액, C는 시료만 첨가된 반

응 용액, D는 효소와 시료가 모두 첨가되지 않은 반

응 용액의 475 ㎚에서의 흡광도 값이다.

8) 세포 내 elastase 저해 활성 측정

B16F10 세포를 배양하여 24 well plate에 각 well

당 1×105 cell/well의 농도로 분주한 후, 부착 및　안

정화를 위해 24 시간 방치한 다음 SHE를 각 농도별

(62.5 ㎍/㎖, 250 ㎍/㎖, 1,000 ㎍/㎖)로 처리한 후 5% 

CO2 incubator에서 37℃를 유지하면서 24 시간 배양

하였다. 24 시간 배양 후, 세포를 1% Triton X-100

을 함유한 10 mM PBS 100 ㎕에 현탁시켰다. 현탁된 

세포를 vortexing한 후 1,000 rpm에서 5 분간 원심

분리하여 상층액을 활성 측정 효소액으로 이용하였다. 

0.2 M의 Tris-Hcl(Sigma, USA) buffer를 pH 8.0로 

만든 후, 600 ㎕을 tube에 옮긴 다음 3.3 mM로 희석

한 N-Succinyl-(L- Ala)3-p-nitroanilide 180 ㎕을 첨

가하였다. 이 후 활성 측정 효소액 40 ㎕를 넣어주고, 

실온에 10 분간 방치하였다. 이후 p-nitroanilide의 

생성량을 Microplate Reader(Bio-rad, USA)를 이용

하여 475 ㎚에서 측정하였다23) Elastasse의 활성 저해

율은 대조군의 흡광도에 대한 백분율로 계산하였다.

9) Superoxide dismutase(SOD) 유사활성 측정

SHE의 SOD 유사활성은 Marklund와 Marklund

의 방법24)에 따라 활성 산소종을 과산화수소(H2O2)로 

전환시키는 반응을 촉매하는 pyrogallol의 생성량을 

측정하여 SOD 유사활성으로 나타내었다. 각 희첨 추

출물의 농도(0, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖)를 

DMSO에 녹여 농도별로 희석하여, 10 ㎕씩 96 well 

plate에 첨가한 후, Tris-HCl Buffer(50 mM Tris 

aminomethane, 10 mM EDTA, pH 8.0) 150 ㎕과 

7.2 mM pyrogallol 10 ㎕을 첨가하여, 실온에서 10 

분간 반응시키고, 1N HCl 50 ㎕을 첨가하여 반응을 

정지시킨 후 ELIZA reader를 사용하여 475 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다. SOD 유사활성은 추출물 첨가

군와 무첨가군 사이의 흡광도 차이를 백분율(%)로 나

타내었다.

SODA(%) = (1- A/B) ×100

A: 추출물 첨가군의 흡광도,  B: 추출물 무첨가군의 흡광도

3. 통계처리

수합된 데이터의 통계처리 방법으로는 SPSS 12 

(SPSS, U.S.A.)를 활용하였다. 군이 3개 이상인 것은 

ANOVA로 통계적으로 유의한 경우 사후검정은 

Tukey 방법을 시행하였고, 2개의 군간의 비교는 
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independent sample t-test를 사용하였으며, p-value

가 0.05 미만인 경우 유의한 것으로 인정하였다.

Ⅲ. 성 적

1. 세포 생존율에 미치는 효과

SHE가 B16F10 세포의 생존율에 미치는 효과를 알

아보기 위하여 SHE를 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 

1,000 ㎍/㎖)로 처리한 다음 24 시간 배양하였다.

B16F10 세포의 생존율을 측정한 결과, SHE를 처

리하지 않은 증식율을 100.00±0.79%로 환산하였을 

때, SHE를 처리한 각 농도에서 생존율을 억제하는 경

향을 보였고, 그 중에서도 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖과 

1,000 ㎍/㎖를 처리한 처리군에서 각각 89.34±3.09%, 

85.46±2.90% 그리고 81.49±2.50%로 SHE를 처리하

지 않은 무첨가군의 증식율보다 유의성 (p<0.05) 있

게 감소하였다(Fig. 1).
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Fig. 1. Effects of SHE on cell viability in B16F10 cells.
SHE was Siegesbeckia Herba Extracts freeze dried powder, 

B16F10 cells were attached 96 well plate, and added SHE as 

indicated concentrations respectively. After 24 hrs incubation, 

production levels of melanin were measured using MTT 

methods.

Result are presented as mean±SD.

* p<0.05 vs. non-treated group(0 ㎍/㎖) (n=8).

# p<0.05 vs. treated group(62.5 ㎍/㎖) (n=8).

2. Melanin 생성에 미치는 억제 효과

SHE가 B16F10 세포를 이용한 melanin 생성에 미

치는 억제 효과를 알아보기 위하여 B16F10 세포에 

SHE를 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖)

로 처리한 다음 24 시간 배양하였다.

SHE를 처리하지 않았을 때의 melanin 생성량을 

100.00±4.93%로 환산하였을 때, SHE를 처리한 각 

농도에서 melanin 생성을 억제하는 경향을 보였고, 

그 중에서도 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖과 1,000 ㎍/㎖를 

처리한 처리군에서 각각 79.57±2.16%(p<0.01), 

76.26±2.76%(p<0.001) 그리고 72.73±1.82% (p<0.001)

로 SHE를 처리하지 않은 무첨가군의 melanin 생성율

보다 유의성 있게 억제되었다(Fig. 2).
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Fig. 2. Inhibitory effects of SHE on α-MSH induced 
melanin production in B16F10 cells.

SHE was Siegesbeckia Herba Extracts freeze dried powder, 

B16F10 cells were added SHE as indicated concentrations 

respectively. After 24 hrs incubation, proliferation rates were 

measured using colorimetric methods.

Result are presented as mean±SD.

** ; p<0.01, *** ; p<0.001 vs. non-treated group(0 ㎍/㎖) (n=4).

# ; p<0.05, ## ; p<0.01 vs. treated group(62.5 ㎍/㎖) (n=4).

@ ; p<0.05 vs. treated group(125 ㎍/㎖) (n=4).

3. 비세포의 tyrosinase 저해 활성

SHE가 tyrosinase 저해 활성에 미치는 효과를 알

아보기 위하여 SHE를 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 

1,000 ㎍/㎖)로 처리하였다.

SHE를 처리하지 않았을 때의 tyrosinase 저해 활

성율을 100.00±2.62%라 하였을 때, 비세포에서의 

tyrosinase 저해 활성율은 SHE 투여 농도에 의존하여 

각각 증가하였다. 그 중에서도 500 ㎍/㎖과 1,000 ㎍/

㎖를 처리한 처리군에서 각각 120.45±5.72%(p<0.05)

와 125.00±2.27%(p<0.01)로 SHE를 처리하지 않은 
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무첨가군의 tyrosinase 저해 활성율보다 유의성 있게 

증가하였다(Fig. 3).
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Fig. 3. Tyrosinase inhibitory activity of SHE in vitro. 
SHE was Siegesbeckia Herba Extracts freeze dried powder, 

Inhibitory effects on tyrosinase activities were measured using 

colorimetric methods. Values are represented as percentage of 

inhibitory rates.

Result are presented as mean±SD.

* ; p<0.05, ** ; p<0.01 vs. non-treated group(0 ㎍/㎖) (n=4).

# ; p<0.05 vs. treated group(62.5 ㎍/㎖) (n=4).

@ ; p<0.05 vs. treated group(125 ㎍/㎖) (n=4).
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Fig. 4. Tyrosinase inhibitory activity of SHE in B16F10 
cells.

SHE was Siegesbeckia Herba Extracts freeze dried powder, 

B16F10 cells were incubated with SHE for 24 hrs in indicated 

concentrations. Inhibitory effects on tyrosinase activities were 

measured using colorimetric methods. Values are represented as 

percentage of inhibitory rates.

Result are presented as mean±SD.

4. 세포 내 tyrosinase 저해 활성

SHE가 tyrosinase 저해 활성에 미치는 효과를 알

아보기 위하여 B16F10 세포에 SHE를 농도별(0, 

62.5, 250, 1,000 ㎍/㎖)로 처리하였다

SHE를 처리하지 않았을 때의 tyrosinase의 저해 

활성율을 100.00±6.18%라 하였을 때, SHE를 처리한 

처리군의 tyrosinase 저해 활성율은 SHE 투여 농도에 

의존하여 각각 증가하였다(Fig. 4).

5. 비세포의 elastase 저해 활성

SHE가 elastase 저해 활성에 미치는 효과를 알아보

기 위하여 SHE를 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 

1,000 ㎍/㎖)로 처리하였다.

SHE 추출물을 처리하지 않았을 때의 elastase 저해 

활성율을 100.00±4.23%라 하였을 때,  SHE를 처리

한 처리군의 elastase 저해 활성율은 SHE 투여 농도

에 의존하여 각각 증가하였다(Fig. 5).

90.0

95.0

100.0

105.0

110.0

0 62.5 125 250 500 1000

SHE (ug/ml )

%
, 
E
la
st
a
se
 
in
h
ib
it
io
n
 
ra
te

Fig. 5. Elastase inhibitory activity of SHE in vitro.
SHE was Siegesbeckia Herba Extracts freeze dried powder, SHE 

was added into elastase in indicated concentrations. Inhibition 

rates of elastase by SHE were measured as production of 

p-nitroanilide using Microplate Reader at 475 ㎚ wavelength. 

Optical densities were calculated indicated formular as described 

in materials and methods.

Result are presented as mean±SD.

6. 세포 내 elastase 저해 활성

SHE가 elastase 저해 활성에 미치는 효과를 알아보

기 위하여 B16F10 세포에 SHE를 농도별(0, 62.5, 

250, 1,000 ㎍/㎖)로 처리하였다.

SHE 추출물을 처리하지 않았을 때의 elastase 저해 

활성율을 100.00±2.97%라 하였을 때,  SHE를 처리

한 처리군의 elastase 저해 활성율은 SHE 투여 농도

에 의존하여 각각 증가하였다 (Fig. 6).
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Fig. 6. Elastase inhibitory activity of SHE in B16F10 
cells.

SHE was Siegesbeckia Herba Extracts freeze dried powder, 

B16F10 cells were incubated with SHE for 24 hrs in indicated 

concentrations. Inhibitory effects on elastase activities were 

measured using colorimetric methods. Values are represented as 

percentage of inhibitory rates.

Result are presented as mean±SD.

  

Fig. 7. Superoxide dismutase-like activity of SHE in in 
vitro.

SHE was Siegesbeckia Herba Extracts freeze dried powder, SHE 

was added into SOD-like activity in indicated concentrations. 

SOD-like activity rates by SHE were measured as production of 

p-nitroanilide using Microplate Reader at 475 ㎚ wavelength. 

Optical densities were calculated indicated formular as described 

in materials and methods.

Result are presented as mean±SD.

Result are presented as mean±SD.

* ; p<0.05, ** ; p<0.01, *** ; p<0.001 vs. non-treated group(0 ㎍/

㎖) (n=8).

# ; p<0.05 vs. treated group(62.5 ㎍/㎖) (n=8).

@ ; p<0.05 vs. treated group(125 ㎍/㎖) (n=8).

7. SOD 유사활성

SHE가 SOD 유사 활성에 미치는 저해 효과를 알

아보기 위하여 SHE를 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 

1,000 ㎍/㎖)로 처리하였다.

SHE 추출물을 처리하지 않았을 때의 SOD 유사활

성율을 100.00±1.16%라 하였을 때,  SHE를 처리한 

처리군의 SOD 유사활성율은 SHE 투여 농도에 의존

하여 각각 증가하였고, 그 중에서도 250 ㎍/㎖, 500 

㎍/㎖과 1,000 ㎍/㎖를 처리한 처리군에서 각각 

125.62±3.94%(p<0.05), 153.13±2.42%(p<0.01) 그

리고 185.12±4.71%(p<0.001)로 SHE를 처리하지 않

은 무첨가군의 SOD 유사활성도보다 유의성 있게 증

가하였다(Fig. 7).

Ⅳ. 고 찰

피부는 인체를 보호하고, 체온을 조절하며, 감각을 

느끼는 기능 뿐만 아니라 미적인 기능도 담당하고 있

으며25), 바깥쪽으로부터 표피, 진피, 및 피하지방층의 

독특한 3개의 층으로 구성되어 있다26). 

표피는 각질형성 세포와 수상돌기세포로 이루어져 

있고 후자는 다시 멜라닌세포(melanocyte), 랑게르한

스세포(Langerhans cell), 메켈세포(Meckel cell), 중

간세포(intermediate)로 구성된다. 멜라닌 세포의 멜

라닌 소체(melanosome)는 tyrosinase를 포함하고 있

어서 tyrosine에서 melanin을 합성한다. 멜라닌 소체

의 수, 크기, 멜라닌화의 정도, 멜라닌 소체의 분포, 

분해에 의해 피부색이 결정 된다27). 따라서 피부의 미

백 효과를 확인하기 위해서는 tyrosine에서 melanin

으로의 합성 억제 여부를 확인할 필요가 있다.

또한 피부 진피의 결체조직에는 collagen fiber와 

elastic fiber가 존재하여 피부에 장력과 탄력성을 제

공해 준다. 노화가 진행되면 collagen fiber가 파괴되

고 elastic fiber의 스프링 구조가 느슨해져 쉽게 처지

고 주름이 생긴다27). 따라서 노화를 방지하기 위해서

는 elastic fiber 구조를 느슨하게 만드는 elastase의 

활성 억제 여부를 확인할 필요가 있다.

본 연구에 사용된 희첨(SH)은 性은 寒하고 味는 苦

하다. 肝과 腎으로 들어가며 祛風濕, 通經絡, 利關節, 
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淸熱解毒의 효능이 있다. 희첨은 生用하면 風痒을 없

애므로 痹痛의 濕熱로 인한 證과 風疹, 濕痒 등에 적

용하고, 熟用하면 性이 溫하여 風濕을 去하는 가운데 

肝腎을 補하여 筋骨을 강하게 하는 효능이 있다12).

《唐本草》에 의하면 ‘통증을 완화시키며 지혈하고 

새살이 돋아나게 하며 여러 가지 악성 종기를 제거하

고 부종을 제거하는데 짓찧어 붙인다. 달인 물에 담그

거나 산제를 붙이면 모두 좋다.’라고 하였고 《本草拾

遺》《開實本草》에 의하면 거미, 범, 개 등에 물린 

상처에 외용약으로 사용한다고 하였으므로 예전부터 

피부질환에 외용약으로 활용하였음을 알 수 있다28).

희첨에서 분리되는 대표적인 성분으로는 darutin- 

bitter가 있으며 그 외에도 alkaloid, kirenol 및 각종 

ester들이 함유되어 있다. 최근의 연구에 의하면 혈압

을 降下하고 食物中에 脂質類의 흡수를 저지하므로 

고혈압과 관상동맥경화로 인한 심장질환을 치료한다

고 하였고12), 항산화작용을 통해 reactive oxygen 

radical에 의한 혈관내피세포 손상에 대하여 혈관보호

의 특성을 나타내었다14). 또한 신생혈관억제 작용을 

통한 항비만 효과15), 퇴행성관절염 예방 효과16), 식중

독 유발세균의 생육억제효과17)가 확인된 연구 결과도 

있었다.

이러한 선행 연구들을 봤을 때, SH는 피부와 관련

된 연구가 진행된 적은 없지만 free radical을 소거하

는 항산화 능력이 있으며, 風濕을 제거하고 염증과 搔

痒症 등에 사용이 가능하며 九蒸九曝했을 때 조직을 

강화하는 효능도 있으므로 피부의 노화 작용에도 영

향을 미칠 수 있을 것으로 기대하고 연구를 진행하였다. 

본 연구에서는 B16F10 세포를 이용하여 SHE가 세

포 생존율에 미치는 효과, melanin 생성 억제 효과, 

melanin 생성에 관련된 tyrosinase 저해 활성 효과와 

그에 관련된 기전으로 SOD 유사활성 효과를 관찰하

여 피부 미백의 효과를 가지는지, 피부탄력 및 주름살 

제거에 관여하는 elastin을 억제하는 elastase의 저해 

활성 효과를 가져올 수 있는지를 관찰하였다.

본 연구에서 SHE가 B16F10 세포의 생존율에 미치

는 효과를 측정한 결과, SHE 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖과 

1,000 ㎍/㎖를 처리하였을 때의 세포 생존율이 각각 

SHE를 처리하지 않았을 때보다 최고 20% 정도 유의

성 있게 감소 한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1).

사람의 피부색은 hemoglobin, carotene, melanin 

등에 의해서 결정되며, 이중 melanin이 가장 중요한 

인자이다29). Melanogenesis는 dark macromolecular 

pigments의 일종인 melanin을 형성하는 전체적인 과

정을 말하며, tyrosinase가 tyrosine을 dopaquinone

으로 산화시키면서 그 반응이 시작된다30). 만약 미백

효과를 위해 melanin의 합성을 억제하려고 한다면 

tyrosine을 산화시키는 tyrosinase의 합성을 저해하거

나 그 활성을 억제시키면 된다31). 

본 연구 결과 melanin 생성 억제에 미치는 효과를 

측정한 결과에서도 SHE 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖과 

1,000 ㎍/㎖를 처리하였을 때 SHE를 처리하지 않았

을 때보다 최고 30% 가까이 유의성 있게 감소하였다 

(Fig. 2). SHE에 의한 B16F10 세포의 생존율이 20%

가량 감소하였고, melanin 생성도 같은 농도에서 

30%가량 억제된 것으로 나타나는 것으로 보아 저자

는 SHE가 단순히 세포의 개체 수 감소로 인한 

melanin 억제뿐만 아닌 melanin 생성에 관여하는 것

으로 해석했다.

Tyrosinase는 melanin 합성의 속도결정단계인 초

기 반응에 작용하는 효소로서, tyrosine을 3,4-dihy- 

droxyphenyl alanine (DOPA)로 전환하는 tyrosine 

hydroxylase 활성과 DOPA를 DOPA quinine으로 

산화하는 DOPA oxidase 활성을 지닌다32). 지금까지 

알려진 tyrosinase 저해제로는 hydroquinone, 

resorcinol, 4-hydroxy-anisole, ascorbic acid와 그 유

도체 kojic acid, arbutin, glucosamine, α-viniferin, 

feulic acid 등이 있다33,34).  

Melanin 생성 저해가 tyrosinase와 관련이 있는지 

알아보기 위하여 SHE가 비세포의 tyrosinase 억제 활

성에 미치는 효과를 측정한 결과 투여 농도에 의존하

여 억제 활성이 증가하였다. 특히 SHE 500 ㎍/㎖과 
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1,000 ㎍/㎖를 처리하였을 때의 tyrosinase의 억제 활

성이 SHE를 처리하지 않았을 때보다 유의성 있게 증

가하였고(Fig. 3), B16F10 세포에 SHE를 처리하였을 

때도 처리 농도에 따라 tyrosinase의 억제 활성이 증

가하였다(Fig. 4). 이와 같은 결과는 SHE가 직접적인 

tyrosinase 억제 활성작용을 할 수도 있으며, 세포 내

에서도 특정 또는 여러 개의 intracellular signalling 

pathway를 억제하거나 가속화 작용을 하는 것으로 

해석하였다. 지금까지 알려진 대표적인 Tyrosinase 

inhibitor로는 Vitamin C, Quercetin 등의 항산화제

들이 있다35). 이들 항산화제들도 세포 내에서 뿐만 아

니라 시험관 내에서도 직접적인 Tyrosinase의 억제 

활성을 가진다. 따라서 SHE도 비슷한 기전을 통하여 

tyrosinase의 활성을 억제 시킬 가능성이 있다고 생각 

된다. 

Elastase는 elastin을 분해하는 효소36)로 피부 주름 

억제, 피부 탄력 유지에 중요한 요소인 콜라겐을 분해

할 수 있는 비특이적 가수분해 효소이기도 하다37). 최

근 연구에서는 섬유아세포에서 유래한 Elastase가 피

부 탄성섬유의 3차원적 뒤틀림에 중요한 역할을 한다

고 보고 되고 있으며, 이러한 Elastase의 활성 증가는 

피부의 탄력섬유를 감소시킴으로써 피부 주름 형성에 

기여한다고 알려져 있다38). 이러한 이유 때문에 

Elastase 활성 검증을 통한 피부 미백 및 주름 개선 

효능에 관련된 연구가 이루어지고 있다39).

SHE가 elastase 저해 활성에 미치는 효과를 알아보

기 위하여 비세포와 B16F10 세포 내에서 elastase에 

대한 저해 활성을 측정한 결과, SHE 처리 농도에 의

존하여 증가하는 경향을 나타내었지만(Fig. 5,6) SHE

를 처리하지 않았을 때보다 약간 증가하였을 뿐 유의

성은 인정되지 않았다. 그리하여 SHE가 피부탄력 및 

주름개선에는 관여하지 않는 것으로 생각된다.

SHE가 미백 및 피부노화 개선에 관여하는지 추가

로 확인하기 위해 기존의 연구 중에서 희첨이 

reactive oxygen radical이 유도하는 oxidative stress

와 상관관계가 있다14)는 결과에 착안해 항산화 효능

을 알아보았다. 생체에서 생성되는 유해활성산소는 

세포나 조직에 손상을 가해 전반적인 노화와 밀접한 

관련을 가진다40). 그러나 생체는 Superoxide 

dismutase(SOD), catalase, glutathione peroxidase 

(GSH-px), CoQ10 같은 항산화효소계와 tocopherol, 

ascorbic acid, propyl gallate, selenium, 

chlorophyll, Vitamin C, Quercetin 등과 같은 비효

소적 항산화계가 존재하여 활성산소를 생체로부터 소

거한다41-43). 

Tyrosinase는 자연계에 널리 분포하는 효소로 

polyphenol oxidase이며, 생체내에서 주요한 산화 촉

매 효소라고 볼 수 있는데 이 산화과정을 촉매하는 

기능 때문에 melanin을 합성하는데 매우 중요한 역할

을 하게 된다44). 그러므로 산화적 스트레스는 

Melanin을 합성하는 단계에서 산화 효소인 

tyrosinase 활성에도 영향을 줄 수 있으므로 항산화효

소의 활성을 통해 tyrosinase의 활성 억제를 연관지어 

생각해 볼 수 있다.  

이에 따라 SHE의 SOD 유사활성을 측정한 결과 

투여농도에 의존하여 유사활성도가 유의성 있게 증가

하였다(Fig. 7). 이는 SHE가 피부탄력 등에는 관여하

지 않지만 SOD 활성을 통해 tyrosinase의 활성을 억

제하고, 이로써 Melanin의 생성이 억제되어 미백효과

가 있는 것으로 생각되었다.

이상의 연구 결과, SHE는 비세포 뿐 아니라 세포 

내에서도 tyrosinase의 활성을 저해함으로써 Melanin 

생성을 억제하는 것으로 미백효과가 있음이 확인되었

다. 이에 저자는 향후 희첨에 관한 다양하고 심도 깊

은 연구를 통해 희첨의 피부 미백에 대한 활용 방안

을 다방면으로 확인해 보고, 임상에서도 이를 적용해

서 활용하면 좋은 성과가 있으리라 생각한다.

Ⅴ. 결 론

희첨 추출물(Siegesbeckia Herba Extracts, SHE)
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이 B16F10 세포의 생존율, Melanin 생성 억제, 

tyrosinase의 저해 활성, elastase 활성 억제에 미치는 

효과와 SOD 유사활성에 미치는 효과를 관찰한 결과 

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 희첨 추출물(SHE) 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖과 1,000 

㎍/㎖을 처리하였을 때, B16F10 세포의 생존율은 

유의성 있게 억제되었다.

2. 희첨 추출물(SHE) 250 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖과 1,000 

㎍/㎖을 처리하였을 때, melanin 생성은 유의성 

있게 억제되었다.

3. 희첨 추출물(SHE) 500 ㎍/㎖과 1,000 ㎍/㎖을 처리

하였을 때, 비세포의 tyrosinase 억제 활성은 유의

성 있게 증가하였고, 세포 내에서도 증가하였다.

4. 희첨 추출물(SHE)을 처리하였을 때, 비세포와 세

포 내 elastase 억제 활성은 증가하였지만 유의성

은 없었다.

5. 희첨 추출물(SHE) 500 ㎍/㎖과 1,000 ㎍/㎖을 처리

하였을 때, 비세포의 SOD 유사활성도는 유의성 

있게 증가하였다.
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