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초음파 처리 미선나무 에탄올 추출물의 항산화 및 미백효과
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ABSTRACT : This research evaluate antioxidant and skin-whitening effect of Abeliophyllum distichum Nakai by extraction

processes. First, antioxidant effects were follows: EE (70% ethanol extract) showed higher DPPH scavenging activity of

69.66% than WE (hot water exract) 59.13% at 0.3 ㎎/㎖, also UE's (70% ethanol extract by sonication process) higher than

EE. Reducing power was that also EE showed higher than WE, and it was the highest value with UE's because of ultrasonic

pretreatment. Next, the whitening effect tyrosinase inhibition activity was measured that EE was 23.88%, WE's was

16.69%, and UE was 23.34%. Ultrasonic pretreatment did not influence to tyrosinase inhibition activity. Cell viability

showed low cell toxicity in all groups. UE's inhibited melanin synthesis, 55.1%, that is higher than EE and WE, 52.7% and

39.5%, respectively. As a result, we confirmed that antioxidant activities and skin-whitening effect by extraction process.

Also, this results confirmed that the Abeliophyllum distichum Nakai extracts worth as cosmetic materials. 
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서 언

물푸레나무과에 속하는 미선나무는 전 세계에서 1속 1종으

로 우리나라에서만 서식하고 있다고 하였다 (Lee, 1976). 현재

충청북도 진천군과 괴산군에 분포하고 있으며, 그 분포지역이

국한 되어있다. 기존 선행연구에서 Lee 등 (2014a)은 희귀 수

종인 미선나무는 환경부 및 산림청에서 멸종위기 희귀식물로

지정하여 관리하며, 천연기념물로 지정되어 보호되고 있다고

하였다 (Lee, 1983). Kwon 등 (2014a)의 연구에서 미선나무

는 분포 지역 근처에서 예전부터 해충구제 및 배탈, 염증 치

료에 쓰여진다고 보고되어있다. 희귀 보호 종인 미선나무는 근

래 대량생산에 성공하여 그 활성 및 유효성분에 관한 연구가

이루어지게 되었다. 미선나무의 활성에 대한 연구는 대부분 항

산화 연구가 주를 이루고 항암에 대한 소재로서 연구 된 바 있

다 (Park, 2011). 또한 Kwon 등 (2014a)에서 미선나무에 대한

특허로 화장료 조성물에 관한 특허 및 항염증에 관련 된 특

허가 있다고 하였으나, 매우 높은 농도와 효능별 한정 된 결

과로 상세하지 않다. 본 연구는 연구논문으로 미선나무 향장

관련 최초이며, 일부 기존의 추출방법 및 초음파 공정을 통

해 미선나무의 항산화 및 미백활성효능에 대하여 비교분석하

였다.

인체의 피부는 외부환경에 노출되기 가장 쉬운 기관으로, 특

히 자외선에 취약하여 손상되기 쉽다. 피부가 자외선에 장

시간 노출 되면 피부에 melanin 색소를 분비하게 된다.

Melanin 색소는 일반적으로 검정, 갈색 계열의 색소로 자외선

을 일정량 흡수 및 차단하고 체온을 유지하는 등 피부를 보호

하는 주요한 기능을 가지고 있다. 그러나 과량의 Melanin 색

소는 주근깨 혹은 기미를 형성하고, 피부노화촉진에 영향을 미

치는 것으로 연구된 바 있다 (Urabe et al., 1994). Melanin

색소의 합성은 다양한 효소가 관여하는데 그 중에서도
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tyrosinase 효소가 중요한 역할을 담당한다. Tyrosine이 효소

Tyrosinase에 의해 활성화 되어 L-3,4-dihydroxyphenylalanine

(L-DOPA)로 전환 되고, 활성산소로 인해 산화, 효소반응으로

dopa-quinone을 거쳐 melanin 색소가 형성 된다 (Alaluf et

al., 2001).

기존 연구 된 Park 등 (2000)은 초음파의 진동으로 인한

공동현상에 의하여 높은 운동에너지가 반응에 충분한 에너지

를 공급하여 초음파 에너지가 혼합효과를 증가시킨다고 하였

으며, Kim 등 (2014)에 의해 초음파 공정으로 인한 천연물의

활성증진에 대한 연구 또한 보고된 바가 있어, 본 연구에서

는 종래 추출법 및 초음파 전처리를 이용, 미선나무 추출물의

항산화 활성과 미백효과에 대해 연구하였다. 이를 통해 최근

대량생산이 이루어지고 있는 미선나무의 활용도를 넓혀 향장

산업에 있어 고부가가치 소재로서의 가능성을 확인하고자 하

였다.

재료 및 방법

1. 시료 제조

실험에 쓰인 미선나무는 충북 괴산에서 잎과 줄기를 구입하

여 사용하였으며, 잎과 줄기를 물, 에탄올, 초음파 전처리 에

탄올 추출물 3가지 추출방법으로 각각 수직 환류냉각기가 설치

되어있는 둥근바닥 플라스크를 사용하여 실험을 진행하였다. 열

수 추출물은 미선나무 잎과 줄기 100 g을 사용하여 100℃의

조건에서 24시간 추출하였고, 에탄올 추출물은 70% 에탄올 용

매에 80℃에서 추출 하였다. 초음파 에탄올 추출물은 일반 에

탄올 추출물과 다르게 추출 전 140㎑ 조건에서 1시간 전처리

후 60℃에서 12시간 동안 추출을 진행하였다. 추출 후 각 미선

나무 추출액을 감압여과기를 사용하여 여과하고, 여과 후에 회

전감압농축기 (EYELA N-1000, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo,

Japan)로 농축하였다. 농축이 끝난 샘플은 하루 정도 얼린 뒤

동결건조기 (PVTFA 10AT, ILSHINBioBase, Dongducheon,

Korea)에 3일 동안 동결건조하여 파우더 상태로 만들어 실험

에 사용하였다.

2. 세포 및 시약

Melanocell인 B16F10은 한국세포주은행 (KCLB, Seoul,

Korea)에서 구입하여 사용하였다. 구입한 B16F10은 10% fetal

bovine serum (Gibco, Carlsbad, CA, USA)이 첨가 된

DMEM 배지에 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 그 외

사용된 모든 시약들은 Sigma-aldrich (St. Louis, MO, USA)

을 통하여 구입, 사용하였다.

3. 추출 수율

미선나무 추출물의 수율은 각 추출물 별 추출 시 들어간 미

선나무 생약 질량에 대한 동결건조 후 얻어 진 파우더 상태의

추출물의 질량 분율로 계산하여 측정하였다.

4. 환원력 측정

미선나무 추출물의 항산화능의 확인을 위하여 환원력 측정

법을 진행하였다. 환원력 측정은 Oyaizu의 방법을 참고하여

실험하였다 (Oyaizu, 1986). 미선나무 추출물 250㎕와 0.2M

sodium phosphate buffer, 1%의 potassium ferricyanide

250㎕ 세 가지를 혼합하여, 50℃에서 20분 동안 반응하였다.

반응 한 뒤, 10%의 trichloroacetic acid 250㎕를 첨가하고

4,000 rpm 속도로 10분 간 원심분리하였다. 원심분리 후 상등

액 500㎕와 증류수 500 ㎕를 섞고, 0.1% ferric chloride를

100㎕를 넣어 25℃에서 10분간 반응 하여 700㎚ 파장에서

흡광도를 측정하였다.

5. 세포생존율 평가

미선나무 추출물의 세포생존율을 확인하고자 MTT assay를

사용하였다. 세포 독성평가에 melanoma cell B16F10을 사용

하였고, 1.8 × 105cells/㎖ 농도로 96-well plate에 주입한 뒤

부착할 때 까지 incubator에서 배양하였다. 부착 후 배지를 제

거하고 미선나무 추출물을 농도별로 200㎕씩 주입하여, 24시

간 동안 배양하였다. 24시간 배양한 뒤 추출물을 제거하고,

200㎍/㎖ 농도의 MTT 용액을 150㎕만큼 주입하여 37℃에서

빛을 차단한 채 다시 3시간 동안 배양하였다. 그 후 MTT 용

액을 제거하고, PBS로 세척 후 DMSO를 200㎕주입하여 30분

동안반응하여 microplate reader (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA)로 570㎚에서 흡광도를 확인하여 세포

생존율을 확인하였다.

6. DPPH 자유 라디칼 소거능

DPPH (α,α-diphenyl-β-picrylhydrazyl) 자유 라디칼 소거

활성 실험은 각 시료 150㎕을 첨가 후 0.1 mM 농도의

DPPH용액 150㎕을 혼합하여 25℃에서 30분 간 암실에서 반

응하였다. 30분 후 517㎚의 파장에서 흡광도 측정하였다. 측

정한 값은 아래의 식과 같이 하여 DPPH radical scavenging

activity (%)로 나타내었다.

DPPH radical scavenging activity(%)

         =

7. Tyrosinase 억제 활성

Melanin 생성에 중요한 역할을 하는 효소 tyrosinase 저해

활성 정도는 Kim 등 (2011)의 방법을 참고하였다. pH를 6.8

로 맞춘 potassium phosphate buffer 0.1 M 에 L-tyrosine을

control O.D - sample O.D

control O.D
---------------------------------- 100×
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0.3㎎/㎖의 농도로 용해시킨 용액 950㎕와 추출물 50㎕, 그

리고 tyrosinase (2000 units/㎖) 50㎕를 혼합하여 37℃의 온

도에서 20분 동안 방치하였다. 20분 후 차갑게하여 반응을 끝

내고, 475㎚파장에서 흡광도를 측정하였다.

8. Melanoma cell을 이용한 melanin 생성 저해

Melanoma cell인 B16F10을 이용하여 melanin 생성 저해정

도를 평가하였다. 실험방법은 B16F10 세포를 96-well plate에

3.2 × 105cell/㎖의 농도로 각 well에 주입하여 5% CO2, 37℃

에서 세포가 부착할 때까지 충분히 배양하였다. 세포를 부착

한 뒤 농도 별로 샘플을 처리하여 37℃, 5% CO2 조건에서

다시 3일 간 배양하였다. 3일 후에 샘플을 제거 한 뒤, PBS

(Phosphate buffer saline)를 사용해 세척하고, 각 well에 1 N

농도의 NaOH를 200㎕ 첨가해 1시간 동안 반응 시켜

490㎚에서 흡광도를 측정하였다.

9. 통계처리

데이터의 통계처리는 3회 반복하여 실시하였으며, 통계는

SAS (Statistical Analysis System 9.1, SAS Institute Inc.,

Cary, NC, USA) 프로그램을 통하여 two-way ANOVA 방법

으로 실시하였다. 처리구간의 최소 유의 수준의 차는 p < 0.05

로 처리 하였다.

결과 및 고찰

1. 추출 수율 확인

열수 및 70% 에탄올 추출물, 초음파 전처리 70% 에탄올

추출물의 수율을 확인하였다. 수율 확인은 Table 1에 나타내

었다. 열수 추출물의 수율은 6.5%로 세 가지 추출물 중에 가

장 낮은 수율을 보였으며, 70% 에탄올 추출이 9.6%로 다른

추출물보다 높은 수율을 확인할 수 있었다. 초음파 전처리한

70% 에탄올 추출은 11.0%로 70% 에탄올 추출물보다 높은

수율을 보여, 미선나무 추출 수율에 초음파 전처리시 수율 증

가에 도움이 될 수 있음을 확인하였다. 상기와 같은 결과는

Park 등 (2000)의 연구에서 밝힌 초음파로 인한 높은 운동에

너지 효과로 인하여 미선나무가 영향을 받아 각 종 성분 물질

에 대한 추출이 용이해져 기존의 추출법보다 높은 수율이 나

온 것으로 사료 된다.

2. 환원력 측정

환원력 측정을 실시하여 추가적으로 미선나무의 항산화 효

과를 확인하고자 하였다. 결과는 Table 2에 표시하였다. 증류

수를 첨가한 시료군을 control로 하였을 때, 미선나무 추출물

모든 샘플이 control보다 높은 흡광도를 보여 항산화 효과를

확인할 수 있다. 대표적인 항산화관련 양성대조군인 ascorbic

acid는 최저 0.854에 달하는 높은 활성을 보였다. 미선나무 추

출물의 경우 일부 농도에서는 열수 추출물이 에탄올 추출물보

다 높은 흡광도를 나타내나, 고농도에서 열수 추출물보다 에

탄올 추출물의 흡광도가 더 높게 확인 되었다. 초음파 전처리

Table 1. Yield of Abeliophyllum distichum Nakai by different
extraction processes.

WE EE UE

Extraction 
yield

(%, w/w)
6.5 ± 0.5A 9.6 ± 1.1B 11.0 ± 1.2C

Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
Mean with difference letter (A-C) within yield are significantly
different at p < 0.05.
1)WE: Water Extract.
2)EE: 70% Ethanol Extract.
3)UE: 70% Ethanol Extract with ultrasonic extraction.

Table 2. Reducing power of the Abeliophyllum distichum extracts
by different extraction process.

Reducing 
power 
(O.D.) 

0.1 ㎎/㎖ 0.2 ㎎/㎖ 0.3 ㎎/㎖

Control 
(D.W.)

0.227 ± 0.010

WE 0.293 ± 0.007Aa 0.421 ± 0.012Ba 0.485 ± 0.013Ca

EE 0.306 ± 0.006Aa 0.394 ± 0.015Bb 0.515 ± 0.009Ca

UE 0.313 ± 0.009Aa 0.437 ± 0.012Bc 0.532 ± 0.017Cb

Ascorbic 
acid

0.854 ± 0.015Ab 0.947 ± 0.013Bd 1.051 ± 0.034Cc

Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
Mean with difference letter (A-C) within same sample are significantly
different at p < 0.05 and mean with difference letter (a-c) within
same concentration are significantly different at p < 0.05.
1)WE: Water Extract.
2)EE: 70% Ethanol Extract.
3)UE: 70% Ethanol Extract with ultrasonic extraction.

Table 3. Cell viability of the Abeliophyllum distichum extracts
using melanoma cell B16F10.

Cell 
viability (%)

0.1 ㎎/㎖ 0.2 ㎎/㎖ 0.3 ㎎/㎖

Control 100 

WE 101.8 ± 3.4Aa 93.2 ± 4.3Ba 93.4 ± 2.2Ba

EE 095.8 ± 6.4Aa 81.4 ± 3.1Bb 87.6 ± 3.2Cb

UE 100.2 ± 5.9Aa 87.2 ± 5.4Bc 83.3 ± 1.1Bc

Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
Mean with difference letter (A-C) within same sample are significantly
different at p < 0.05 and mean with difference letter (a-c) within
same concentration are significantly different at p < 0.05.
1)WE: Water Extract.
2)EE: 70% Ethanol Extract.
3)UE: 70% Ethanol Extract with ultrasonic extraction.
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시 활성의 증가를 확인할 수 있으나, 일반 에탄올 추출물에 비

해 그 차이는 크지 않았다. 항산화에 관련하여 보고 된 Kwon

등 (2014b)의 연구에서 느타리버섯의 환원력은 0.5㎎/㎖농도

에서 0.5 전후로 확인 되었으나, 미선나무는 보다 낮은 농도인

0.3㎎/㎖에서 70% 에탄올 추출물은 0.515, 초음파 70% 에탄

올 추출물은 0.532의 환원력을 보여 일반적으로 항산화 효과

에 대해 연구 된 천연물 이상으로 항산화에 대한 효과가 좋을

것으로 사료 된다.

3. 세포 생존율 확인

세포 실험에 앞서, 미선나무 추출물에 대한 melanin 생성

세포 B16F10의 생존율을 확인함으로서 미선나무 각 추출물의

독성을 확인하고자 하였다. 세포 생존율은 배지만 첨가한 무

처리군의 생존율을 100%로 하였을 때 각 추출물에 대한 세포

수 비율을 산정하였다 (Table 3). 열수 추출물은 0.2㎎/㎖에

서 최저 93.2%의 생존율을 보였으며, 에탄올 추출물 역시

0.2㎎/㎖ 농도에서 81.4%, 초음파 에탄올 추출물은 0.3㎎/㎖

에서 83.3%로 미선나무 추출물의 세포 생존율은 일정 농도범

위 내에서 80% 이상으로, 일반적으로 향장관련하여 보고 된

Kim 등 (2013)의 연구에서 천연물 더덕의 세포독성이 20%

미만이기 때문에 미선나무 추출물에 대한 세포생존율은 실험

에 있어 충분한 생존율을 보이는 것으로 사료 된다.

4. DPPH 자유 라디칼 소거능

추출물 별 미선나무 샘플의 항산화 측정은 자유라디칼 소거

능 활성을 봄으로서 효과를 확인하였다. 결과는 Fig. 1에 나타

내었다. 농도에 따라 각 추출방법 별 미선나무 추출물의 소거

활성이 증가하는 경향을 확인할 수 있다. 용매 중 0.3㎎/㎖에

서 59.13%의 활성을 보인 열수 추출물보다 70% 에탄올 추출

물이 69.66%로 더 높은 활성을 보였으며, 초음파 전처리 시

72.76%로 그 값이 증가하였음을 알 수 있다. 양성대조군으로

쓰인 ascorbic acid는 모든 농도구간에서 미선나무 추출물과

유의적인 차이를 보였으며, 추출물이 양성대조군의 효과에는

미치지 못함을 알 수 있다. 미선나무의 DPPH 소거활성은 항

산화효능에 대해 연구된 바 있는 Park 등 (2014a)의 논문에서

초고압 전처리 감귤의 특성에 관한 논문과 비교하였을 때, 초

고압 처리한 감귤이 최대 35%를 나타낸 것에 반해 매우 높은

수치임을 확인할 수 있다. 또한, 양성대조군 ascorbic acid의

활성 값과 크게 차이가 없어, 미선나무 추출물의 항산화 효과

를 확인할 수 있다.

5. Tyrosinase 억제 활성 평가

Melanin 색소 생성에 기여하는 효소 tyrosinase에 대한 미선

나무 추출물의 저해정도를 확인하여 미백활성을 확인하였다.

증류수를 넣은 control군을 0%로 하였을 때, 저해율 (%)로 항

산화 활성과 마찬가지로 열수 추출물보다 70% 에탄올 추출물

에서 높은 저해율을 나타내었다 (Fig. 2). 70% 에탄올 추출물

이 높은 농도에서 23.88%에 반해, 초음파 전처리 추출물은

23.34% 활성을 보여 차이는 없으나 항산화 활성에 대한 실험

결과에 비해 초음파 전처리군이 낮은 활성을 보여 상반되는

결과를 확인하였다. 양성대조군인 ascorbic acid와는 유의적인

차이를 보였으며, 양성대조군에 비해 그 효과가 높지 않았다.

그러나 미선나무 추출물의 tyrosinase 저해율은 기존의 Park

등 (2014b)에 의해 연구 보고 된 대추 및 포도 발효물의 미

백논문과 비교하였을 때, 발효 에탄올 대추와 포도추출물은 해

Fig. 2. Tyrosinase inhibition of the Abeliophyllum distichum
extracts by different extraction process. Mean
values ± SD from triplicate separated experiments are
shown. Mean with difference letter (A-C) within same
sample are significantly different at p < 0.05 and mean
with difference letter (a-d) within same concentration
are significantly different at p < 0.05.
1)WE: Water Extract.
2)EE: 70% Ethanol Extract.
3)UE: 70% Ethanol Extract with ultrasonic extraction.

Fig. 1. DPPH Free radical scavenging activity of the
Abeliophyllum distichum extracts by different
extraction process. Mean values ± SD from triplicate
separated experiments are shown. Mean with
difference letter (A-C) within same sample are
significantly different at p < 0.05 and mean with
difference letter (a-d) within same concentration are
significantly different at p < 0.05.
1)WE: Water Extract.
2)EE: 70% Ethanol Extract.
3)UE: 70% Ethanol Extract with ultrasonic extraction.
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당농도에서 5 ~ 22%의 저해율을 보여, 미선나무의 저해율이

더 높아 미백활성에 대해 다른 천연물 이상으로 효과가 있음

을 시사한다. 이러한 미선나무의 미백효과를 바탕으로

melanoma cell B16F10 세포를 이용한 melanin 생성 저해량

을 추가로 진행하였다.

6. Melanin 생성량 억제 활성 평가

Melanin 색소를 형성하는 melanoma cell을 이용하여

melanin 생성 억제 활성을 측정하여 미선나무 추출물의 미백

활성을 평가하였다 (Fig. 3). 다른 실험과 마찬가지로 용매는

열수에 비해 70% 에탄올 추출에서 더 높은 활성을 확인할 수

있다. 0.3㎎/㎖에서 열수 추출물은 39.5%, 70% 에탄올 추출

물은 52.7%로 에탄올 추출물이 미백활성에 더 좋은 효과를

나타내는 것을 확인 할 수 있다. 초음파 전처리 70% 에탄올

추출물은 55.1%의 melanin 저해율을 보여 tyrosinase 저해활

성과는 다르게 초음파 처리가 melanin 색소 생성 저해에 영향

이 있음을 확인하였다. 양성대조군에 비하여 유의적인 차이를

보여 다소 낮은 효과를 보였으나, 미선나무 추출물의 melanin

생성 억제율은 미백효과에 대해 보고한 Lee 등 (2014b)의 연

구에서 발효주박추출물과 비교하였을 때 발효 주박추추물의

경우 melanin 합성 저해율이 13 ~ 25%로 미선나무 추출물의

melanin 생성 저해율이 높아 미백활성에 효능이 있음을 확인

할 수 있다. 가장 높은 농도에서 미선나무 에탄올 추출물에

비해 초음파 전처리 에탄올 추출물의 melanin 생성 억제율이

상승하여 초음파 전처리가 melanin 생성 억제에 도움이 될 수

있으나, 상승폭이 매우 낮으며 저농도에서는 결과가 일반 에

탄올 추출물이 오히려 높게 나와 초음파 전처리가 미선나무

추출물의 활성에 영향을 주는 것에 관해 추가적인 연구가 필

요할 것으로 보인다.

국내에서만 자생하는 1속 1종의 미선나무의 미백활성 소재

로서의 가치를 확인하고자, 항산화 효능 및 미백활성에 대한

실험을 진행하였다 (Lee, 1976). 미선나무의 항산화에 대해서

지금까지 보고 된 연구가 있으나 (Park, 2011), 향장소재 중

미백활성 효능에 대한 연구논문은 지금까지 보고된 바가 없었

다. 그리하여 본 연구진은 최근 대량생산에 성공하여, 앞으로

새로운 천연물 소재가 될 미선나무를 활용하기 위하여 연구를

진행하였다. 항산화에 대한 효과를 확인하기 위해 DPPH 자유

라디칼 소거활성 및 환원력에 대한 측정을 하였을 때, 일반적

으로 항산화에 대한 효과가 검증 된 다른 천연물에 뒤지지 않

는 효과를 보였으며, 종래 추출법 중 일반 열수 추출물보다는

70% 에탄올 추출물의 활성이 우수하였고, 초음파 전처리시 활

성 값이 소폭 상승하였다. 항산화에 이어 미선나무 추출물에

대한 미백효과를 확인하였다. Melanin 생성에 핵심적인 작용

을 하는 tyrosinase의 저해활성에서 미선나무 추출물의 미백효

능을 검증하였다. 항산화와 마찬가지로 열수 추출물보다는

70% 에탄올 추출물에서 더 좋은 활성을 보였다. 초음파 전처

리의 경우 오히려 소폭 감소하여 tyrosinase의 저해활성에서

초음파 전처리 효과가 없음을 시사하였다. Melanin 저해율을

평가하였을 때에, 마찬가지로 열수 보다 70% 에탄올 용매 추

출이 더욱 우수한 저해를 보였으며, 이 경우 초음파 전처리가

저해율을 소폭상승 시킴을 알 수 있었다.

상기와 같은 실험 결과를 통하여 미선나무 추출물의 항산화

와 미백효능을 검증하였다. 추출용매는 물보다는 70% 에탄올

이 더 좋을 것으로 판단되며, 일부 실험에서 초음파 전처리군

의 활성이 증가하여 초음파공정이 도움이 될 수 있으나 관련

연구가 더 필요할 것으로 사료된다. 본 연구는 국내 희귀수종

인 미선나무의 미백효과를 확인하고 종래 추출 공정법 중 활

성에 유용한 추출방법을 확인하여, 점차 증가하는 미선나무의

생산을 통해 향후 천연물 향장소재의 가치를 검증하였다. 생

산성이 증가하여 어떤 환경에서도 생산이 가능하다면 미선나무

의 화장품 시장에서의 가치는 나날이 높아질 것으로 사료된다.
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