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Abstract

  Objective : The goal of this study is to identify the effects of extract of Gentianae sino-ornata (GSO) on the 

anti-oxidative activity of skin.

  For this purpose, several functions of GSO were analyzed in terms of skin-lightening activity and wrinkle 

improvement. 

  Methods : Cell viability was measured by neutral red (NR) assay, and GSO showed highly efficacy in DPPH 

radical scavenging activity. The level of tyrosinase and matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) in media was analyzed 

by ELISA kit, and the expressions of p-JNK and p-ERK was measured by Western blot. To elucidate inhibitory 

effects of GSO on melanin synthesis, I determined the tyrosinase activity and melanin production in B16F10 cells. 

  Results : MMP-1 production in UVB-stimulated HDF cells was inhibited by GSO treatments, and also GSO 

inhibited protein expression levels of p-JNK and p-ERK. GSO significantly reduced tyrosinase activity and melanin 

synthesis in B16F10 cells. 

  Conclusions : From these results, GSO appears to be effective on skin elasticity increase, wrinkle improvement, 

whitening as anti-aging activity.
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I. 서  론

  피부 건강이 삶의 질(quatility of life; QOL)의 핵

심 개념으로 떠오르면서 건강하고 아름다운 피부에 

대한 관심이 증가함에 따라 주름 개선, 여드름 치료 

및 미백 관리가 가능한 천연물 연구가 활발하게 진행

되고 있는 추세이다1). 

  피부 노화에 있어 collagen과 elastin은 피부의 탄

력과 주름생성에 밀접하게 연관되어 있으며 collagen

는 피부 진피층의 matrix를 이루는 구성 성분 중 가

장 많은 부분이기 때문에 collagen의 생합성과 분해 

조절은 피부 노화과정 중에서 핵심이 되고 있다2). 또

한 자외선 및 활성산소 등에 의해 유발되는 피부 진

피층에 존재하는 matrix-metalloproteinases (MMPs)

는 피부노화 특히 주름생성과 밀접한 관계가 있다. 

MMPs를 이루는 주요 성분으로는 collagenase, 

gelatinase, elastase 등이 있으며 피부의 탄력 감소 및 

주름생성에 있어서 elastase의 활성 감소는 매우 중요

하다3). 피부 노화와 색소 병변의 주요 원인은 체내에

서 생성되는 활성산소종(reactive oxygen species, 

ROS)으로 대부분의 전자운반 과정 중 불완전하게 환

원되거나 cytokine 등 다양한 작용의 자극에 의해 생

성된다. 정상적인 경우에는 체내에 존재하는 항산화 

시스템에 의해 활성산소종이 제거되지만 이 시스템의 

작동이 원활하지 못하면 세포는 산화적 손상을 입게

된다. 따라서 이러한 활성 산소종에 의한 산화작용으

로부터 생체를 보호할 수 있는 항산화제에 대한 연구

들이 활발히 진행되고 있다4).

  피부색은 표피에 존재하는 색소 세포인 멜라닌 세

포에서 생성하는 멜라닌 색소의 양, 분포, 혈류의 흐

름에 영향을 받게 되며 피부에서 색소 침착의 정도를 

나타내는 멜라닌 수치는 안면피부의 색소 침착 형태, 

자외선에 대한 민감도 등을 파악하는데 주요한 평가 

지표가 된다. 멜라닌의 합성이 과다하면 피부색의 변

화 뿐 아니라 주근깨 및 기미, 색소 침착 등이 생기는

데 이러한 색소침착병변들이 건강상 문제를 유발하는 

경우도 있어 멜라닌 합성을 저해하기 위하여 다양한 

물질들이 연구되고 있으며 효과적인 멜라닌 합성 저

해 물질 개발은 멜라닌 세포 내에서 멜라닌 생성 억

제, 멜라닌 세포 자극 물질 조절, 멜라닌 배설을 촉진 

시키는 것으로 크게 나뉘고 있다5). 

  용담초(Gentiana scabra Bunge)는 다년생 초본으

로 용담의 꽃을 용담화(Gentiana sino-ornata)라고 한

다. 한방에서 사용되는 뿌리의 성미는 고한으로 간담

의 실화를 사하고 청열, 조습, 하초의 습열을 제거하

는 효능이 있어 두통, 협통, 습진, 피부 및 음낭 소양, 

황달, 만성 위장 질환에 사용하고6) ,대장간균, 백선균, 

피부 진균에 대하여 억제 작용이 있는 것으로 알려져 

있다7). 중약대사전에는 西藏(티베트)지방에서 쓰이는 

용담초는 용담과 식물인 Gentianopsis paludosa 

(Hunro) Ma.의 全草를 앞에서 밝힌 효능과 같이 사

용한다고 되어 있어8) 피부와 관련이 깊을 것으로 사료

되는 용담화를 中國에서 구입하여 연구에 사용하였다.

  본 연구에서는 B16/F10 세포, HDF 세포를 이용하

여 용담화 추출물이 멜라닌 및 콜라겐 생성에 미치는 

영향을 조사하였으며 항노화 작용으로서 용담화의 유

의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 재료

1) 약재

  본 연구에서 실험에 사용된 용담화 (Gentiana sino 

ornata)는 中國의 西藏拉萨市藏源中药材公司에서 구

입하여 사용하였다.
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2) 시약

  Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), 

fetal bovine serum (FBS), penicillin, phosphate 

buffered saline solution (PBS), ascrobic acid, 

1,1-dipheny1-2-picry1-hydrazyl (DPPH), butylated 

hydroxy toluene (BHT), α-melanocyte stimulating 

hormone (α-MSH), 1-3, 4-dihydroxyphenylalanin 

(L-DOPA), arbutin, theophilline, trypan blue, 

formaldehyde, L-Tyrosine, Tween 20, Blocking 

buffer (BSA), p-Nirophenylphosphate (pNPP), 

anti-tyrosinase mouse antibody, anti-mouse IgG 

antibody는 (Santa Cruz사, USA), Western blotting 

detection reagent는 (Thermo사, USA), anti-p-JNK, 

anti-p-ERK, anti-MMP-1 primary antibody는 (Cell 

signaling Tech사, Ma, USA) 제품을 구입하여 사용

하였다.

3) 사용기기

  원심분리기는 (Hanil사, Korea), clean bench는 

(동의과학사, Korea), CO2 incubator는 (Samyo사, 

Japan), microplate reader는 (Synergy-HT사, USA), 

감압농축기는 (Eyela사, Japan), ultraviolet 

transilluminator는 (Htech사, Korea), 자동현상기는 

(QX-130II사, Konica) 제품을 사용하였다.

4) 세포주 

  실험에 사용된 세포주인 HDF (Human dermal 

fibroblasts), B16/F10 mouse melanoma는 한국 세포

주 은행 (Korea)에서 구입하여 사용하였다.

2. 실험 방법

1) 시료 추출

  용담화는 각 시료 중량에 10배의 95% 에탄올을 가

하여 상온에서 72시간 방치하고 그 추출액을 

9,000rpm으로 15분간 원심 분리하여 얻은 상층액을 

여과지 (Whatman No. 2)로 여과한 후 필터링한 다

음 감압농축하여 3일 동결 건조한 후 그 분말을 본 실

험에 사용하였다.

2) 세포 배양 

  분양받은 B16/F10 mouse melanoma 세포, HDF 

세포는 10% FBS, 1% antibiotic-antimycotic을 첨가

한 DMEM을 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배

양하였다. 

3) 세포 생존율 측정

  실험에서 사용된 시료의 세포 독성을 나타내는 농

도 범위는 neutral red (NR) assay를 이용하여 확인

하였다9). B16/F10, HDF 세포를 96 well plate에 

well 당 3×10⁴세포로 분주하여 24시간 동안 전 배양

하였다. 세포가 well plate에 충분히 부착된 것을 확

인한 후 무혈청 배지를 이용하여 용담화를 농도별로 

첨가하고 48시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배

양하였다. 배양한 세포는 배양액을 NR solution이 

1% 포함된 무혈청 배지로 교환하여 3시간 배양한 다

음 현미경으로 NR의 결정화 유무를 확인하였다. 

Formaldehyde 용액 10%가 첨가된 phosphate 

buffered saline (PBS)을 각 well에 100 ㎕로 20분 

처리하여 세포를 고정하였다. NR desorb solution 

(1% glacial acetic acid, 49% ethanol, 50% distilled 

water)을 각 well에 100㎕ 분주하여 세포내의 NR을 

추출하고 540nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생

존율은 아래의 식에 따라 계산하였다.

세포생존율(%) =  
시료첨가군 흡광도 ☓ 100

시료무첨가군 흡광도

4) 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 

라디칼 소거능 측정

  DPPH 라디칼은 매우 안정한 활성산소 (reactive 

oxygen species, ROS)이며, 이 라디칼을 소거하는 정
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도로써 항산화 작용을 평가할 수 있고 추출물의 라디

칼 소거활성은 Blois의 방법으로 측정하였다10). 용담

화 에탄올 추출물을 10∼50㎍/㎖의  농도로 용해시킨 

후 96 well plate에 0.2mM로 용해시킨 DPPH 용액 

180㎕와 시료액 20㎕ 씩 첨가하고 37℃에서 30분간 

반응시켰다. 반응 후 517㎚에서 흡광도를 측정하였으

며 표준물질은 ascorbic acid를 사용하였다.

  DPPH 라디컬 소거활성(%) = 100 -

 [(
시료첨가군 흡광도

)☓ 100 ]
시료무첨가군 흡광도

5) Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)

  용담화 추출물이 tyrosinase 생성에 미치는 영향을 

확인하고자 ELISA 방법을 이용하였다. 먼저 B16/F10 

세포를 96 well plate에 2×10³/well로 부착하였다. 세

포 부착을 확인한 후 멜라닌 생성을 촉진하기 위하여 

혈청 5%와 α-MSH 10 µM이 포함된 배지로 교환 

후, 시료를 각 농도별로 처리하였다. 그 다음날 배양 

상층액을 제거한 후 washing buffer (Tween 20 in 

PBS)로 3번 세척하였다. Blocking buffer (0.1% 

BSA in PBS) 100㎕로 처리한 후 37℃에서 1시간 배

양시킨 다음 상층액을 제거하고 washing buffer 

(Tween 20 in PBS)로 3번 세척하였다. 1:1000으로 

회석한 일차항체 (anti-tyrosinase mouse antibody in 

0.1% BSA/well) 50㎕로 처리한 후 37℃에서 1시간 

배양시킨 다음 상층액을 제거한 후 washing buffer 

(Tween 20 in PBS)로 3번 세척하였다. 1:4000으로 

회석한 이차항체 (anti-mouse IgG antibody in 0.1 

% BSA/well) 50㎕로 처리한 후 37℃에서 1시간 배양

시킨 다음 상층액을 제거한 후 washing buffer 

(Tween 20 in PBS)로 5번 세척하였다. 1㎎/㎖의 농

도로 녹인 para-nirophenylphosphate (pNPP) 100㎕

를 각 well당 처리한 후 37℃ 암실에서 1시간 배양시

킨 다음 405㎚에서 흡광도를 측정하였다.

  용담화 추출물이 HDF세포에서 MMP-1 생성에 미

치는 영향도 일차항체 (anti-MMP-1 mouse antibody) 

와 이차항체 (anti-mouse IgG antibody)를 이용하여 

상기와 동일한 방법으로 측정하였다.

6) Western blot 분석

  용담화 추출물이 MMP-1 발현과 관련이 있는 

kinase들의 활성화에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

Western blot 방법을 이용하여 단백질 발현양을 측정

하였다. UVB 조사 후 용담화 추출물을 농도별로 처

리하고 세포를 수거하여 PBS로 세척 후 RIPA 

buffer (50 mM Tris-Cl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1% 

NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 

proteaseinhibitor cocktail (Roche, Switzerland))로 

30분간 용해시킨 후 12,000 rpm, 4℃에서 30분간 원

심 분리하여 상등 액을 회수하였다. 회수된 상등 액은 

SDS sample buffer (60 mM Tris (pH 6.8), 14.4 

mM 2-mercaptoethanol, 25% glycerol, 2% SDS, 

0.1% bromo-phenol blue)를 첨가하고 100℃에서 5

분간 denaturation 시킨 후 단백질을 SDS-PAGE로 

분자량별로 분리하였다. 분리된 단백질은 100 V의 조

건에서 1시간 동안 nitrocellulose membrane 

(Whatman, UK)으로 전이시키고 0.1% BSA 용액으

로 blocking 시킨 후 membrane을 anti-p-JNK, 

anti-p-ERK primary antibody 용액에 담가 4℃에서 

18시간 반응시켰다. TBS/T (10 mM Tris-Cl (pH 

7.5), 150 mM NaCl, 0.2% Tween 20)로 5분씩 3회 

세척하였다. 세척된 membrane을 화학적 형광을 낼 

수 있는 horse radish peroxidase (HRP)가 결합 되어 

있는 anti-mouse IgG antibody 용액에 담가 상온에

서 2시간 처리 후 다시 TBS/T로 5분씩 3회 세척하였

다. 이차항체가 처리된 membrane은 super signal 

west pico solution (Pierce, USA)을 처리하고 암실

에서 실험용 필름 (Konica, Japan)으로 덮어 필름에 

감광을 유도한 후 자동현상기 (QX-130II, Konica)를 

이용하여 현상하였다. 현상된 필름 상에 있는 단백질 
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band는 densitometer program인 Image J (NIH, 

USA)를 이용하여 band 크기의 변화를 측정하였다. 

7) Melanin 생성 억제능 측정

  B16/F10 melanoma 세포를 이용하여 용담화의 멜

라닌 생성 억제능을 측정하였다11). 96 well plate에 

B16/F10 세포를 2×10³/well로 분주하고, 세포가 바닥

에 부착할 수 있도록 24시간 동안 전 배양하였다. 세

포 부착 확인 후 melanin 생성을 촉진하기 위하여 혈

청 5%와 α-MSH 10㎚이 포함된 배지로 교환 후, 시

료를 각 농도별로 처리하였다. 양성 대조군 arbutin을 

배양용 배지에 용해하여 사용하였으며, 분비된 멜라

닌의 양은 405㎚에서 측정하였고 멜라닌 생성량을 α

-MSH 무처리군과 비교하여 백분율로 표시하였다.

8) Mushroom-tyrosinase를 이용한 tyrosinase 

저해능 측정

  L-DOPA를 기질로 사용하여 tyrosinase 저해능을 

측정하였다. L-DOPA를  기질로 사용할 때 반응이 

신속하게 일어나므로 효소의 양을 줄여서 실험하였다. 

효소액은 mushroom tyrosinase (5.8㎎ solid; 4276 

units/㎎ solid, Sigma) 1㎎/20㎖의 0.1M phosphate 

buffer (pH 6.0)에 녹여 사용하였다. 기질 농도로 

L-DOPA는 1㎎/㎖을 sodium phosphate buffer (0.1 

M, pH 6.0)로 완전히 녹이고, L-DOPA 1㎎/㎖을 

100㎕, 각각의 시료 50㎕, tyrosinase 50㎕를 96 well 

plate에 순서대로 분주한 후 37℃에서 3 min 반응시

킨 후 475㎚에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로 

arbutin을 sodium phosphatebuffer (0.1 M, pH 6.0)

로 단계적으로 희석하여 100, 200, 300㎍/㎖농도로 

실험군과 동일하게 첨가하였다.

9) 통계처리

  모든 실험은 3회 반복하였으며, 분석 수치는 Mean 

± S.D로 표시하였고SPSS (Statistical Package for 

the Social Science) WIN 17.0 프로그램을 이용하였

으며 통계분석은 ANOVA Test에 의해 분석하였다. 

통계적 유의성은 *p<0.01, **(##)p<0.001로 표기하

여 유의성의 차이가 있는 것으로 판단하였다.

Ⅲ. 실험 결과 

1. Neutral Red (NR)에 의한 세포 생존율 측정

Fig. 1. Effect of Gentianae sino-ornata extract on cell 
viability. 

HDF cells (A) and B16/F10 cells (B) were plated at 3×10⁴

cells/well and incubated in media containing from 1.25 to 20 

㎍/㎖ for 48 hours. Cell viabilities were measured by NR 

assay as described in materials and methods. The results 

were expressed as the average of triplicate samples with S.D. 

  HDF 세포와 B16/F10 세포에 용담화 에탄올 추출

물의 세포독성을 보기 위해 NR assay를 통해 세포 생

존율을 조사 하였다. 각 세포에 용담화 추출물을 

1.25, 2.5, 5, 10, 20 ㎍/㎖로 농도별로 처리하여 48시

간 동안 배양한 후 NR assay를 수행하였다. 실험 결

과 용담화의 모든 농도에서 세포생존율이 HDF 세포
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는 95% (Fig. 1A), B16/F10 세포는 100% (Fig. 1B) 

이상으로 나타나 세포 독성이 없는 것으로 확인 할 

수 있었다.

2. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 

라디칼 소거능 측정

  항산화제는 보랏빛의 DPPH 라디칼 (DPPH-)을 

무색(DPPH-H)의 형태로 전환시키는데 본 실험에서 

DPPH를 이용한 free- radical 소거 활성을 측정한 결

과 10㎍/㎖의 용담초 추출물을 처리 하였을 때는 크게 

변화가 보이지 않았으나 50㎍/㎖ 농도에서는 55%의 

높은 DPPH radical 소거능을 나타나는 것을 확인 할 

수 있었다(Fig. 2). 따라서 본 실험에서는 고농도 용담

초 추출물을 처리하였을 경우 DPPH radical 소거능

이 높게 나오는 것을 확인 할 수 있었다. 

  DPPH 라디컬 소거활성(%) = 100 -

 [(
시료첨가군 흡광도

)☓ 100 ]
시료무첨가군 흡광도

Fig. 2. DPPH radical scavenging activity of Gentianae 
sino-ornata extract.

DPPH radical scavenging activity was measured as described 

in materials and methods. The results were expressed as the 

average of triplicate samples with S.D. *p<0.01 compared 

with ascorbic acid.

3. Matrix metalloproteinase (MMP-1) 발현 

억제능

  MMP-1은 세포외 기질을 분해시키는 단백질이며, 

과도하게 활성화되면 MMP의 생성을 억제하는 tissue 

inhibitor of MMPs (TIMP)가 발현되어 서로 상호작

용에 의해 조절되고 있다12). 이러한 MMPs의 발현과 

활성이 증가하게 되면 collagen 분해를 촉진시켜 피부

노화를 일으키는 중요한 원인이 된다. 본 실험에서는 

용담화 추출물이 MMP-1의 생성 변화에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 용담화 추출물을 HDF세포에 24

시간 동안 처리한 후 배양 상층액을 취하여 ELISA 

방법으로 MMP-1 함량을 측정하였다. UVB 25 mJ/

㎠를 조사한 HDF 세포에 용담화 추출물을 1.25, 2.5, 

5, 10, 20 ㎍/㎖을 처리한 결과, 용담화 추출물 5㎍/㎖

까지 농도 의존적으로 MMP-1 발현을 억제하였다

(Fig. 3). 

  용담화 추출물이 MMP-1의 발현을 억제할 수 있는 

것은 MMP-1 발현에 관련된 kinase들의 활성을 억제

하기 때문이라고 사료되어 이에 관련된 kinase 중 

JNK와 ERK의 활성화 변화를 Western blot 분석으

Fig. 3. Effect of Gentianae sino-ornata extract on 
MMP-1 production in UVB-irradiated HDF cells. 

HDF cells were pretreated with GSO followed by UVB 

irradiation (25mJ/㎠). MMP-1 production was measured by 

ELISA assay as described in materials and methods. The 

results were expressed as the average of triplicate samples 

with S.D. ##p<0.001 compared with control, and *p<0.01, 

**p<0.001 compared with the UVB-irradiated group.
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로 조사하였다. 실험 결과, UVB 조사는 p-JNK와 

p-ERK의 발현을 증가시켰고 용담화 추출물 5, 20㎍/

㎖의 농도에서 이들의 발현 양은 감소하는 것으로 나

타났다. 따라서 UVB가 조사된 HDF 세포에서 용담

화 추출물은 JNK와 ERK의 인산화를 억제하여 

MMP-1 발현을 억제하는 것으로 사료된다(Fig. 4). 

  본 실험에서 나타나듯이 용담화 추출물은 자외선과 

급성 피부장벽 손상에 의해 유발되는 피부 조직과 세

포내 손상을 완화 혹은 개선할 수 있을 것으로 사료

된다.

Fig. 4. Effect of Gentianae sino-ornata extract on 
protein expression levels of p-JNK and p-ERK 
in UVB-irradiated HDF cells.

HDF cells were pretreated with 5, 20㎍/㎖ of GSO extract 

followed by UVB irradiation(25mJ/㎠). Cells were lysed and 

cellular proteins were then separated by SDS-PAGE, followed 

by Western blot analysis using antibodies against 

phospho-JNK (p-JNK) or phospho-ERK (p-ERK), Actin was 

used as an internal control.

4. Melanin 생성 억제 효과 

  멜라닌은 외부 환경으로부터 피부세포를 보호해 주

는 역할을 하지만 자외선 노출 및 피부노화로 인해 

생리기능이 떨어지게 되면 멜라닌이 국소적으로 과도

하게 합성되거나 피부표면에 침착되어 기미, 주근깨 

및 다양한 색소 침착을 형성하고 심하게는 피부암을 

유발하는 것으로 알려져 있다13). 본 실험에서는 용담

화 추출물이 melanin생성에 미치는 영향을 조사하기 

위해 시료를 B16/F10 세포에 농도별로 처리하여 

melanin 생성 억제능 실험을 하였다. B16/F10 세포

에 멜라닌세포 자극호르몬 (α-Melanocyte Stimulating 

Hormone, α-MSH) 10㎚을 처리하여 melanin생성을 

유도하고 동시에 용담화 추출물 1.25, 2.5, 5, 10, 20

㎍/㎖의 농도로 처리한 후 melanin 생성량을 비교하

였다. 실험 결과 α-MSH 단독 처리 한 경우 melanin 

함량이 대조군에 비하여 뚜렷하게 증가하는 것을 확

인 할 수 있었으며, 용담화 추출물을 20㎍/㎖의 농도

로 처리한 경우 melanin 생성이 각 각 56% 억제되었

다(Fig. 5). 이상의 결과 용담화 추출물은 미백 활성 

성분 원료로 사용할 가능성이 충분하다고 사료 된다. 

Fig. 5. Effect of Gentianae sino-ornata extract on 
melanin production in B16/F10 cells stimulated 
with α-MSH. 

Effect on melanin production was tested with various doses 

of Gentianae scabrae extract and α-MSH. The results were 

expressed as the average of triplicate samples with S.D. 

##p<0.001 compared with control, and **p<0.001 compared 

with α-MSH treated group.

5. Tyrosinase 발현능 측정

1) 용담화 추출물의 mushroom tyrosinase 

저해효과

  용담화 추출물이 melanin 생성의 중요 효소인 
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tyrosinase에 미치는 영향을 조사하기 위하여 

mushroom tyrosinase를 이용하여 효소 활성에 미치

는 영향을 알아보았다. 알부틴은 100㎍/㎖ 농도에서 

대조군 GSO 1 ㎍/㎖에 비해 6.4% 효소 활성 억제를 

보였으나, 용담화 추출물은 같은 100㎍/㎖ 농도에서 

15.3%의 효소 활성 억제 효과를 보여 알부틴 보다 우

수한 tyrosinase 효소 억제 효과를 보였다(Fig. 6). 그

러나 실제로 세포실험이 진행된 20㎍/㎖ 농도에서는 

9.6%의 낮은 저해 효과를 보여 실제로 용담화 추출물

의 melanin 생성 억제가 tyrosinase 효소의 저해 때문

이라고 보기에는 어려움이 있다. 

Fig. 6. Effect of Gentianae sino-ornata extract on 
mushroom tyrosinase activity.

Effect on mushroom tyrosinase activity was tested with 

various doses of GSO extract and compared with 

arbutin(AR). The results were expressed as the average of 

triplicate samples with S.D. *p<0.01, **p<0.001 compared 

with control.

2) 용담화 추출물의 tyrosinase 발현 억제효과

  B16F10 세포에서 용담화 추출물의 melanin 생성 

억제 기전을 설명하기 위하여 ELISA 방법으로 용담

화 추출물이 tyrosinase 발현 억제 효과에 미치는 영

향을 조사 한 결과 용담화 추출물 10㎍/㎖ 농도에서 

대조군에 비해 tyrosinase의 발현을 10.9% 억제하였

고, 20㎍/㎖ 농도에서 24.2%를 억제하는 것으로 나타

났다(Fig. 7). 따라서 용담화 추출물은 B16/F10 세포

에서 tyrosinase의 발현을 억제하여 melanin 생성을 

억제하는 것으로 보인다.

 

Fig. 7. Effect of Gentianae sino-ornata extract on 
tyrosinase expression in B16F10 cells stimulated 
with α-MSH.  

Effect on tyrosinase expression was tested with various doses 

of GSO extract and compared with α-MSH in B16F10 cells. 

The results were expressed as the average of triplicate 

samples with S.D. ##p<0.001 compared with control, and 

*<p<0.01, **p<0.001 compared with α-MSH treated group.

Ⅳ. 고  찰

  최근 생명공학의 발전과 생활수준의 향상으로 젊고 

탄력적인 피부를 유지하고자 하는 미에 대한 욕구가 

강해져 의학적 기술을 포함한 다양한 기능성 화장품 

및 미용 식품의 시장 규모가 확대되고 있다. 특히, 안

전성이 입증되었고 풍부한 임상 경험을 가지고 있는 

한약재 연구는 동․서양의 의학적 지식이 더해져 신약 

개발을 주도하고 있다14). 

  피부 노화와 색소 병변의 주요 원인이 계속적인 자

외선 노출로 생성된 과잉 활성 산소종(reactive 

oxygen species, ROS)에 의한 산화적 스트레스로 밝

혀짐에 따라 피부노화를 지연시키고 억제하기 위해서

는 생체 내 뿐만 아니라 피부에서의 과잉 활성 산소

종을 억제하고 활성산소를 효과적으로 제거할 수 있

는 항산화 방어시스템이 필요하다15). 

  한의학에서는 인체를 소우주라 하는데, 피모는 피

부, 한선, 호모 등 조직을 포괄하며 체표에 해당한다.
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《素問:五臟生成篇》에서 “肺之合皮也, 其榮毛也, 其

主心也”라고 하였고《靈樞:本臟篇 20》에서는“衛氣所

以溫分肉, 充皮膚, 肥腠理, 可開闔也”라 하여 피부는 

위기 및 폐의 선발 작용에 의해 기능을 발휘한다. 이

와 같이 피부는 폐와 심등 체내 여러 장기와 연관되

어 있기 때문에, 肺主氣, 心主血의 관점에서 피부의 

기혈 순환을 고려해야 한다고 하였다16). 

  피부의 결합조직은 collagen과 elastin에 의해 이루

어지며 노화로 인해 피부가 약해지거나 반복적인 자

외선의 노출은 어두운 피부톤과 피부에 metallo- 

proteinases (MMPS)를 증가시키고 MMPs는 피부의 

collagen을 분해하며 이런 현상의 반복으로 인해 피부

주름이 가속화 된다2). 이러한 피부 조직 내 변화는 외

부 물질의 피부 흡수 및 수분 증발을 조절하는 정상

적인 피부 장벽 기능에 손상을 입히고, 피부 두께를 

증가시키며 진피층의 구조를 손상시켜 궁극적으로 주

름을 유발시키게 된다17).

  MMP-1은 세포외 기질을 분해시키는 중요한 단백

질이며, 과도하게 활성화되면 MMP의 활성을 억제하

는 tissue inhibitor of MMPs (TIMP)가 발현되어 서

로 상호작용에 의해 조절된다18). 이러한 MMPs의 발

현과 활성이 증가하게 되면 collagen 분해를 촉진시켜 

피부노화를 일으키는 중요한 원인이 된다19). 

  피부세포의 결합조직을 구성하는 성분인 collagen

은 섬유아세포(fibroblast)에서 생성되는 주요 기질 단

백질로 진피층의 약 90%를 차지하고 있다20). 

Collagen은 결합조직의 탄력을 나타내며 진피를 구성

하고 피부의 주름과 보습기능을 갖고 있는데 트립신

과 같은 단백질 분해효소의 작용을 받지 않고 

collagenase에 의해 분해된다21). Collagen 분해에 따

른 감소는 피부 탄력을 유지하는 결합조직이 파괴되

어 주름과 탄력저하, 피부 처짐의 원인으로 나타나며 

collagen의 주된 기능으로는 피부의 기계적 견고성, 

결합조직의 저항력과 조직의 결합력, 세포 접착의 지

탱, 세포분할과 분화의 유도 등이 알려져 있다. 이러

한 collagen은 연령 및 자외선 조사에 의한 광노화에 

의해 감소하며, 이는 피부의 주름 형성과 밀접한 연관

이 있다고 알려져 있다22). 따라서 collagenase는 세포

외 기질 단백질을 분해하는 효소로 피부의 주름 생성 

등에 직접적인 영향을 미친다23).

  본 실험에서 MMP-1 활성 변화에 미치는 영향을 

조사한 결과 HDF세포에 용담화 추출물을 첨가하면 

이들의 활성이 감소 하였고, HDF세포에 UVB를 조

사하면 p-JNK와 p-ERK의 발현양이 증가하는 것으

로 나타났다. 따라서 UVB가 조사된 HDF 세포에서 

용담화 추출물은 JNK와 ERK의 활성화를 억제하여 

MMP-1 발현을 억제하는 것으로 생각된다. 

  Melanin의 합성은 tyrosinase가 melanin 생성 첫 

단계를 일으키는 효소로, tyrosin이 DOPA를 거쳐 

DOPAquinone으로 전환되고, DOPAquinone으로부

터 자동산화반응과 효소반응으로 DOPA chrome을 

거쳐 흑갈색의 공중합체인 melanin이 생성되게 된다
24,25). Melanin은 표피의 기저층에 존재하는 

melanocyte내의 melanosome이라는 소포체에서 먼저 

tyrosinase, tyrosinase related protein-1 (TRP-1)과 

dopachrome tautomerase (DCT)등의 효소에 의해 

melanin이 생성된다26). 멜라닌은 인체의 피부에 존재

하며 자외선에 대한 보호기능을 수행한다. 그러나 과

도한 멜라닌 생성은 색소 침착을 유발하여 인체에 기

미, 주근깨, 오타모반, 검버섯, 반점 등을 형성하고, 

피부노화를 촉진하며 피부암의 유발에 관여하는 것으

로 알려져 있다27).

  따라서 본 실험에서 용담화 에탄올 추출물이 

melanin 생성의 중요 효소인 tyrosinase에 미치는 영

향을 조사한 결과, 용담화 추출물 10㎍/㎖ 농도에서 

대조군에 비해 tyrosinase 발현을 10.9% 억제하였고, 

20㎍/㎖ 농도에서는 24.2%를 억제하였으며, 이는 

mushroom tyrosinase 저해 효과를 관찰한 결과에서

도 같은 경향으로 나타났다.

  이상의 연구 결과 용담화 에탄올 추출물은 멜라닌 

및 콜라겐 생성에 높은 효능으로 피부 노화를 예방하

며 자외선과 급성 피부장벽 손상에 의해 유발되는 피
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부 조직과 세포내 손상을 완화 혹은 개선할 수 있을 

것으로 사료된다.

Ⅴ. 결  론

  본 연구에서는 용담화 에탄올 추출물의 멜라닌 및 

콜라겐 생성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

B16/F10 세포, HDF 세포들을 활용하여 세포독성과 

멜라닌 생성 억제, MMP-1 발현 변화를 실험하였고, 

Western blot 분석으로 p-ERK, p-JNK 단백질 발현 

양을 측정하여 다음과 같은 결론을 얻었다. 

1. 용담화 추출물은 20㎍/㎖ 농도에서 HDF 세포와 

B16/F10 세포의 생존율이 95% 이상 나타나 세포 

독성이 없는 것을 확인하였다. 

2. 용담화 에탄올 추출물은 HDF 세포에서 MMP-1 

생성을 억제하였으며 JNK와 ERK의 인산화를 억

제하였다.

3. 용담화 에탄올 추출물은 B16/F10 세포의 melanin 

생성과 tyrosinase 발현을 유의하게 감소시켰다.

  이상의 연구 결과 용담화 에탄올 추출물은 멜라닌 

및 콜라겐 생성에 효능이 있어 자외선과 급성 피부장

벽 손상에 의해 유발될 수 있는 피부 조직과 세포내 

손상을 완화 혹은 예방하므로써 항노화작용을 할 수 

있을 것으로 사료된다. 
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