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요 약: 항산화 활성과 미백활성을 갖는 새로운 화장품 소재를 찾기 위하여 한방 소재로 사용되는 빈랑자[Areca 
semen (A. semen)]를 유기용매 추출을 통하여 활성분획을 분리하였다. 추출된 활성 분획을 이용하여 항산화 

활성, 피부 상재균에 대한 항균 활성, 세포독성 및 세포 내 멜라닌 합성 저해능 및 멜라닌 합성에 관여하는 유전

자의 저해 활성을 확인함으로써 미백 화장품 소재로서의 가능성을 확인하였다. 빈랑자는 에틸아세테이트 용매의 

분획을 동결 건조하여 분말형태로 제조하였으며 이를 이후 실험에 사용하였다. 빈랑자 추출물에서 페놀성 물질은 

301.35 ± 0.88 µg/mg으로 측정되었다. 항산화 효과는 DPPH assay와 FRAP assay를 이용하여 측정하였으

며, 대조군으로 사용된 ascorbic acid와 비슷하게 측정되었다. 피부상재균에 대한 항균활성은 Staphylococcus 
aureus (S. aureus), Staphylococcus  epidermidis (S. epidermidis)에서 모두 80 µg/mL의 농도에서 항균활

성을 갖는 것으로 나타났으며 Escherichia coli (E. coli)에서는 항균활성을 나타내지 않았다. 미백소재로서의 

활성을 확인하여 B16/F1 mouse melanoma cell을 이용하였으며 최대 처리농도인 80 µg/mL 에서는 독성을 

나타내지 않았다. 또한 세포 내 멜라닌 합성 저해능은 80 µg/mL에서 29.44 ± 0.71%로 측정되었다. 또한 멜라

닌 합성에 관여하는 유전자의 발현량은 mRNA expression assay를 통하여 확인하였으며, 그 결과 tyrosinase

와 MITF 유전자는 농도 의존적으로 감소하는 경향을 나타내었다. 따라서 이러한 결과를 통하여 빈랑자의 에틸

아세테이트 분획은 항산화와 미백효과를 나타내는 것으로 확인되었으며 화장품 소재로서의 사용 가능성을 확인

하였다.

Abstract: Herbal plant extracts are good resources to find functional compounds for cosmetic ingredient. In this study, 

the extract of Areca semen (A. semen) was studied for melanogenesis inhibition and antioxidant activity. The results 

showed that ethyl acetate fraction of A. semen contained phenolic contents, 301.35 ± 0.88 µg/mg, and exhibited potent 

antioxidant activity with IC50 value of 1.02 ± 0.07 µg/mL. Further, FRAP value exhibited potent antioxidant activity 

with 9.07 ± 0.36 mM. Disk diffusion assay was performed for antibacterial activity. Ethyl acetate fraction of A. semen 

showed antibacterial activity against Staphylococcus aureus (S. aureus) and Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) 

at 80 µg/mL, whereas it showed no significant antibacterial activity against Escherichia coli (E. coli). The results of 

cell viability indicated that ethyl acetate fraction did not show cytotoxicity to B16/F1 cells at 80 µg/mL and showed 
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1. 서    론

최근 화장품 산업에서 피부의 미백에 도움을 주는 

제품이나 주름개선에 도움을 주는 등 특정 기능이 강

조된 기능성 화장품 사업이 크게 성장하고 있다. 이에 

따라 식물 등 천연물로부터 얻어지는 기능성 물질들

을 원료로서 이용하려는 연구가 활발히 진행되고 있

다[1]. 이러한 요구에 대응하여 천연물 특히 한방소재 

또는 약용식물을 중심으로 한 미백효과, 노화억제 및 

자외선 차단 기능 등 유용한 소재에 대한 개발이 이루

어지고 있다[2]. 사람의 피부 및 세포에 광산화적 손상

을 일으키는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)

은 강한 산화력으로 생체 내 세포를 구성하는 지질 

및, 단백질 및 DNA 손상뿐만 아니라 진피층의 matrix 

metalloproteinase (MMPs) 효소의 발현을 증가시켜 피부

의 엘라스틴 섬유 및 콜라겐의 분해를 일으킨다. 또한 

이러한 구성성분의 비정상적인 교차결합을 일으켜 탄

력손실 및 피부 노화를 가속화 시킨다[3-5]. 이에 더하

여 자외선으로 인하여 생성된 ROS는 멜라닌 세포에 멜

라닌 합성을 증가 시킨다[6]. 멜라닌의 생성은 UV 노출 

등의 외부환경에 대한 피부방어기작이다[7]. 멜라닌은 

여러 효소에 의해 합성되며 tyrosinase는 L-tyrosine을 

L-dihydroxy phenylalanine (L-DOPA)으로, L-DOPA을 

DOPAquinone으로 변화시킨다. tyrosinase-related protein-1 

(TRP-1)은 black과 brown 색소인 eumelain 생성에 관

여 하며 microphthalmia-associatedtranscription factor 

(MITF)는 멜라닌 생성에 관여하는 tyrosinase와 TRP-1, 

TRP-2 등의 발현에 관여하는 전사인자로 이들 효소의 

유전자 발현을 증가시켜 멜라닌을 합성하게 된다[8]. 

그러나 외부자극에 의하여 과발현된 멜라닌은 기미, 

주근깨를 형성하며 나아가 병변으로 발달되어 흑색종

으로 발달되기도 한다. 따라서 이러한 멜라닌의 과발

현을 억제하고 미백효과를 얻기 위해서는 멜라닌합성

효소의 발현을 저해시켜야 한다. 따라서 화장품산업

에서는 멜라닌합성 관련효소들을 저해하는 원료를 찾

기 위하여 한방소재를 이용한 미백물질에 대한 연구

가 활발히 이루어지고 있다. 빈랑자는 A. semen  Linne

의 성숙한 열매의 껍질을 벗겨 가공한 것으로 

guvacine, arecaidine, arecoline 등과 같은 alkaloid 성분

들이 함유되어 있으며[9], 장양(壯陽 : 신(身)의 양기를 

강장시킴) 한방소재로서 사용되어 왔으며 최근에는 

tyrosinase 저해 활성에 대한 효과도 보고되어 있다

[10]. 

본 연구에서는 빈랑자의 에틸아세테이트 분획을 분

리하고 이 분획에 대한 항산화 활성 및 α-melanin 

stimulating hormone (α-MSH) 의하여 활성화된 B16/F1 

마우스 세포에서의 미백효과를 확인하였다. 항산화 

활성을 확인하기 위한 방법으로 α,α-diphenyl-β

-picrylhydrazyl (DPPH) assay와 Ferric-reducing anti-

oxidant potential (FRAP) assay를 수행하였으며 B16/F1 

세포에 대한 세포독성 및 멜라닌 합성량과 나아가 

멜라닌합성 관련 유전자의 저해 효과를 확인함으로

써 빈랑자의 화장품 소재로서 가능성을 알아보고자 

하였다.

 

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료

실험에 사용된 빈랑자는 서울의 경동시장 한약재 

상에서 2015년 4월에 구매한 것으로 건조된 것을 균

질기로 마쇄하여 실험에 사용하였다. 

2.2. 시료제조

재료로 사용한 빈랑자의 추출은 에탄올을 이용하여 

추출하였으며 시료 1 kg을 10 L의 100% 에탄올에 24 

h 동안 교반추출 하였으며 2회 반복 추출하였다. 이 

추출액을 Whatmam filter Paper (No 2.)로 여과한 후, 

50 ℃에서 rotary vacuum evaporator (NVC-2200, Eyela, 

Japan)를 이용하여 농축하였다. 농축된 추출물을 헥산

을 이용하여 지질층을 제거해준 뒤 다시 에틸아세테

significant cytotoxicity at 100 µg/mL of concentration and showed inhibition of melanin synthesis inhibitory, 29.78 ± 

0.31% at 80 µg/mL. Furthermore, mRNA expressions of tyrosinase and MITF were decreased after treatment with ethyl 

acetate fraction in a dose-dependent manner. As a result, the ethyl acetate fraction of A. semen could be considered 

as potential as whitening agents.

Keywords: antioxidant, whitening, Areca semen, cosmetics, antibacterial
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이트를 이용하여 추출하였다. 이렇게 분리된 에틸아

세테이트 층을 rotary vacuum evaporator를 이용하여 

농축한 뒤 동결건조기를 이용하여 완전 건조 분말상

태로 농축 후 –70 ℃에서 갈색 유리병에서 보관하였으

며 이 분말시료를 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma, 

USA)로 녹여 다양한 농도로 희석하여 본 실험의 시료

로 사용하였다(Figure 1). 시료의 추출을 위하여 사용

되는 용매는 모두 특급시약(J.T baker, USA)을 사용하

였다.

2.3. 폴리페놀 함량 분석

총 폴리페놀 함량 분석은 페놀성 물질인 phospho-

molybdic acid와 반응하여 청색의 변화량을 측정하는 

비색정량법을 이용한의 Folin-Denis법[11]을 변형하여 

측정하였다. 시료 1 mL에 95% 에탄올 1 mL와 증류수 

5 mL를 첨가하고, 1 N의 Folin-Ciocalteu 시약 0.5 mL

을 첨가 후 혼합하여 5 min 동안 방치한 후, 5% 

Na2CO3 1 mL를 가한 후 흡광도 725 nm에서 micro-

plate spectrophotometer (Synergy HT, BioTek, USA)를 

이용하여 측정하였다. 폴리페놀의 표준 검량선은 cat-

echin (Sigma, USA)을 이용하여 정량하였다.

2.4. DPPH Assay 항산화 활성 측정 

빈랑자 추출물의 전자공여능 측정은 Blois[12]의 방

법에 변형하여 측정하였다. 시료 용액 2.0 mL에 0.2 

mM을 α,α-diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH) 0.5 mL

을 넣고 교반한 후 30 min 방치한 다음 517 nm에서 

microplate spectrophotometer (Synergy HT, BioTek, 

USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 전자공여 효

과는 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율

로 나타내었다. 

DPPH radical scavenging activity was calculated as 

follows:

Scavenging effect (%) = (A−B) / A × 100

where A = absorbance at 517 nm without test sample

where B = absorbance at 517 nm with test sample

2.5. Ferric-reducing Antioxidant Potential (FRAP) 

Assay 항산화 활성 측정

FRAP에 의한 환원력 실험은 금속이온(Fe2+)에 대한 

킬레이트 환원력이 높을수록 산화 반응의 촉매반응을 

감소시켜 항산화 활성을 나타내는 Benzie와 Strain[13]

의 방법을 변형하여 측정하였다. FRAP 시약은 25 mL 

acetate buffer (300 mM, pH 3.6)에 40 mM의 HCl에 용

해시킨 10 mM 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ 

Sigma, USA) 5 mL에 20 mM ferric sulfate (FeSO4) 2.5 

mL을 첨가하여 제조하였다. 이렇게 만들어진 FRAP 

reagent 0.9 mL에 농도별로 희석된 빈랑자 에틸아세테

이트 분획을 0.03 mL와 증류수 0.09 mL 첨가한 다음 

37 ℃에서 10 min 반응시킨 다음 593 nm에서 micro-

plate spectrophotometer (Synergy HT, BioTek, USA)를 

이용하여 흡광도를 측정하였다. 공시료는 추출용매인 

에탄올을 이용하였으며 대조군으로 ascorbic acid 

(Sigma, USA)를 사용하였고, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 mM 

농도로 반복하여 작성된 FeSO4의 표준검량선으로 대

입하여 도출하였다.

2.6. 피부상재균에 대한 항균활성 확인 

피부상재균에 대한 항균활성 확인을 위하여 사용된 

공시 균주는 S. aureus KCTC3881, S. epidermidis 

KCTC1917과 E. coli KCTC2441를 사용하였으며 모두 

한국생명공학연구원 생물자원센터(Korean Collection 

for Type Cultures, KCTC, Korea)에서 분양받아 사용하

였으며 균주를 배양하기 위한 배지로 nutrient agar, lu-

ria bertani agar 및 tryptic soy agar를 Difco Lab. (Sparks, 

MD. USA)에서 구입하여 사용하였다. 빈랑자의 항균

활성을 확인하기 위하여 disc diffusion assay를 수행하

였으며 추출물이 나타내는 생육저해환(clear zone, 

mm)을 측정하여 항균활성을 측정하였다. 각각의 균주

Dried Arecae Semen powder ( 1kg)

Ethanol extracts (200 g)

Extraction with 100% ethanol
Evaporation at 50℃ in vacuum

n-Hexane/H2O

n-haxane layer
waste drop 

Aqueous layer

Ethyl acetate layer 
Extract(15g)

Lyophilized 
poweder (3g)

Ethyl acetate extraction
Evaporation at 50℃ in vacuum

Freeze dry
at -70℃ in vacuum

Figure 1. Scheme of the organic solvent fractionation of A. 

semen.
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를 고체배지에 도말한 뒤, 멸균된 paper disc에 농도별

로 희석된 빈랑자 추출물을 점적하고 건조과정을 거

친 뒤 37 ℃에서 배양하며 측정하였다.

2.7. 세포배양 

마우스의 흑색종 세포(B16/F1 malignant melanoma 

cell)는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank)에서 구

입하였으며, 이 세포를 37 ℃, 5% CO2의 조건에서 

10% FBS, 50 units/mL의 streptomycin, 100 U/mL의 

penicillin (Hyclone, USA)을 첨가하고 Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium (Hyclone)에서 배양하였다.

2.8. MTT assay

빈랑자의 세포독성을 확인하기 위하여 3-(4,5-dime-

thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 

Sigma, USA) assay로 측정하였다. 세포를 96-well plate

의 각 well에 1 × 105 cells/well의 농도로 분주한 다음 

24 h 동안 배양하고 빈랑자 추출물을 20  µg/mL에서 

500 µg/mL까지 처리하였다. 다시 24 h 동안 배양한 후 

phosphate suffered saline (PBS)로 세척한 뒤 MTT를 5 

mg/mL 농도가 되도록 PBS에 희석하고 새 배양액에 

500 µg/mL가 되도록 희석하여 각 well에 100 µL씩 분

주한 후 4 h 동안 배양하였다. 배양이 끝난 후 DMSO

와 에탄올을 1 : 1 비율이 되도록 섞어준 용액을 150 

µL씩 각 well에 분주하고 교반 용해시킨 후 550 nm에

서 각 well의 흡광도를 microplate spectrophotometer 

(Synergy HT, BioTek, USA)를 이용하여 측정하였다. 

2.9. 세포 내 멜라닌 함량 측정

B16/F1 세포에서 α-melanin stimulating hormone (α

-MSH)에 의해 과발현된 멜라닌을 저해 활성을 확인

하기 위하여 세포 내 멜라닌 정량은 Hosoi 등[14]의 방

법을 변형하여 사용하였다. 세포를 100 mm culture 

dish에서 1 × 105 cells/well 농도로 분주한 다음 24 h 

동안 배양하였다. 이 후 α-MSH를 100 nM이 되도록 

처리한 다음 6 h 동안 배양하였다. 다시 여기에 빈랑

자 추출물을 농도별로 처리하고 대조군으로 kojic acid

와 arbutin을 빈랑자 최대 처리농도인 80 µg/mL가 되

도록 처리하였다. 다시 24 h 동안 배양한 후 세포를 

PBS으로 2회 세척 후 원심분리하여 세포를 회수하였

다. 침전된 세포에 5% trichloroacetic acid (TCA) 1 mL

을 첨가한 뒤 원심분리하여 다시 침전물만 회수하였다. 

이 침전물에 에탄올 : 에터 (3 : 1) 용액을 첨가하여 

세척하고 1 N NaOH를 첨가하여 100 ℃에서 10 min 

동안 용해시켰다. 이 용해액의 흡광도를 475 nm에서 

microplate spectrophotometer (Synergy HT, BioTek, 

USA)를 이용하여 측정하였다.

2.10. 멜라닌 합성 관련 유전자의 발현저해 실험

멜라닌 함량 측정과 동일한 방법으로 배양한 세포

의 total cellular RNA를 추출하기 위하여 easy-BLUE 

kit (Intron, Korea)을 사용하였다. 추출된 mRNA로부터 

oligo d(T)16 primer를 이용하여 cDNA (reverse-tran-

scriptase synthesis Kit, Fermentas, USA)를 합성하였다. 

합성된 cDNA로부터 멜라닌 합성과 관련된 유전자의 

발현 양상을 polymerase chain reaction (Qiagen, USA)

을 통하여 확인하였다. PCR에 사용한 primer는 다음

과 같다. 

tyrosinse(sense primer : 

5'-GGCCAGCTTTCAGGCAGAGGT-3', 

anti-sense primer : 

5'- TGGTGCTTCATGGGCAAAATC-3'),

TRP-1(sense primer : 

5'-GCTGCAGGAGCCTTCTTTCTC–3',

anti-sense primer : 

5'-AAGACGCTGCACTGCTGGTCT-3'),

TRP-2(sense primer : 

5'-GGATGACCGTGAGCAATGGCC-3',

anti-sense primer : 

5'-CGGTTGTGACCAATGGGTGCC-3'),

MITF(sense primer : 

5'-GTATGAACACGCACTCTCTCGA-3',

anti-sense primer :  

5'-CTTCTGCGCTCATACTGCTC-3'),

β-actin(sense primer : 

5'-ACCGTGAAAAGATGACCCAG-3',

anti-sense primer : 

5'-TACGGATGTCAACGTCACAC-3'). 

발현양상을 확인하기 위하여 PCR 증폭 조건은 94 

℃에서 30 s, 55 ℃에서 30 s, 72 ℃에서 40 s로 하여 

총 30 cycle을 반복하였다. 증폭된 유전자는 1% 아가
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로스 젤 전기영동을 통하여 확인하였다.

 

2.11. 통계처리 및 분석방법

모든 실험은 3회 반복실험을 통하여 결과값을 도출

하였으며 ANOVA 검정을 적용하였으며 대조군과 실

험군 간의 결과는 mean ± SD로 나타냈으며 Student’s 

t-test로 통계처리의 유의성을 검정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 총 폴리페놀 함량

일반적으로 천연 항산화제는 식물 추출물의 폴리페

놀 화합물로 알려져 있다[15]. 폴리페놀성 물질은 식

물계에 존재하는 2차 대사물질로서 다양한 구조를 가

지며 강한 전자공여능으로 항산화 효과를 비롯한 다

양한 생리활성 기능을 나타낸다[16]. Lee 등[17]의 연

구에 따르면 빈랑자의 에틸아세테이트 분획에서 높은 

항산화 활성을 나타내었다고 보고하고 있으며, 따라

서 빈랑자의 에틸아세테이트 분획을 추출하여 이용하

였다. 항산화 활성의 원인물질인 폴리페놀성 물질은 

catechin을 표준용액으로 하여 작성한 표준검량선으로 

부터 빈랑자의 에틸아세테이트 분획의 총 폴리페놀 

함량을 측정하여 Table 1에 나타내었다. 빈랑자의 에

틸아세테이트 분획의 총 폴리페놀성 함량은 301.35 ± 

0.88 µg/mg으로 측정되었다. Kim 등[18]의 연구에 따

르면 자생식물인 비수리 228.90 µg/mg, 감나무 112.98 

µg/mg로 나타났으며 생약식물에서는 삼백초 194.60 

µg/mg, 애엽 203.93 µg/mg으로 측정되었다고 보고하

였다. 이 보고에 비교할 때 빈랑자의 에틸아세테이트 

분획은 비교적 많은 폴리페놀 함량을 갖는 것으로 측

정되었다.

3.2. DPPH Radical 소거능

빈랑자 추출물의 DPPH 전자공여능을 측정한 결과

는 Table 2에 나타내었다. DPPH는 free radical로서 진

한 보라색의 안정한 화합물이며, free radical 소거활성

을 갖는 플라보노이드 또는 폴리 페놀성 물질과 같은 

항산화 물질에 의해 정량적으로 탈색되어 항산화 물

질의 지표로서 사용되며[19], 환원력과 전자공여능에 

비례한다고 보고되었다. 따라서 빈랑자 추출물에 대

하여 DPPH를 이용한 전자공여능을 분광광도계 분석

에 의해 측정하였다. DPPH radical의 초기농도를 50% 

감소시키는데 필요한 추출물의 농도를 IC50 값으로 산

출한 결과를 Table 2에 나타내었다. 양성 대조군으로 

사용한 ascorbic acid는 0.96 ± 0.03 µg/mL로 측정되었

고 빈랑자는 1.02 ± 0.07 µg/mL로 측정되어 ascorbic 

acid와 거의 비슷한 우수한 항산화 효과를 나타내었

다. Kim 등[20]의 보고에 따르면 총 폴리페놀의 양과 

항산화력이 비례한다는 연구보고와 비슷한 경향을 나

타내었다. 따라서 빈랑자의 에틸아세테이트 분획에 

페놀성 물질이 다량 분포하는 것으로 사료된다.

3.3. FRAP 활성

빈랑자의 에틸아세테이트 분획의 FRAP value의 결

과는 Table 3에 나타내었다. 빈랑자의 에틸아세테이트 

분획에서는 9.07 ± 0.36 mM로 양성대조군으로 사용한 

ascorbic acid의 9.07 ± 0.36 mM과 비슷한 FRAP value

를 나타내었다. 이 결과는  DPPH assay와 비슷한 경향

을 나타내고 있으며 또한 Kim 등의 보고와 유사한 결

과를 나타내었다[21]. 이러한 결과를 토대로 빈랑자의 

에틸아세테이트 분획은 매우 우수한 항산화력을 나타

내는 것으로 측정되었다.

Fraction 
Polyphenol contents 

(µg/mg Catechin1))

Ethyl acetate 301.35 ± 0.882)

1) Catechin equivalents
2) Value are mean ± SD (n = 3)

Table 1. Total Phenolic Contents of the Ethyl Acetate 

Fraction from A. semen

Fraction IC50 value (µg/mL)

Ethyl acetate fraction 1.02 ± 0.07

Ascorbic acid 0.96 ± 0.03

1) Concentration required for 50% reduced of DPPH at 30 min 
after starting the reaction

2) Each value is mean ± SD (N ≥ 3)
3) Value Sharing the same latter are significantly different from 

one another (p < 0.05) by Student’s t-test

Table 2. DPPH Radical Scavenging Activity of Ethyl Acetate

Fraction from A. semen
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3.4. 피부상재균에 대한 항균활성 확인

피부상재균에 대한 항균활성을 검토하기 위하여 

disc diffusion assay법을 이용하여 측정하였다. 피부상

재균 3종에 대한 생육저해환의 형성 결과를 Figure 2 

과 Table 4에 나타내었다. 빈랑자의 에틸아세테이트 

추출물을 20 µg/mL의 농도로 처리하였을 때에는 항균

활성을 나타내지는 않았으나 40 µg/mL의 농도로 처리

하였을 때 S. aureus와 S. epidermidis에서 모두 생육저해

환을 형성하였다. 하지만 S. aureus의 경우 48 h 이후

에는 생육저해환을 유지하지 못했다. 반면 같은 농도

에서 S. epidermidis의 경우 72 h 이상까지 5 mm의 생

육저해환을 유지하였다. 또한 80 µg/mL 처리한 경우 

S. aureus와 S. epidermidis 모두 각각 10 mm, 8 mm의 

생육저해환을 72 h 이상 유지하였다. 반면 E. coli의 

경우 최대 처리 농도에서도 생육저해환을 나타내지는 

않았다. 이는 Yu 등[22]의 보고와 비슷한 효과를 나타

내었다.

Fraction FRAP value (mM)

Ethyl acetate fraction 9.07 ± 0.36

Ascorbic acid 9.11 ± 0.44

1) Each value is mean ± SD (N ≥ 3) 
2) Means significant difference between ascorbic acid and ethyl acetate fraction of A. semen at the same concentration (row) by 

student’s t-test (p < 0.05)

Table 3. FRAP Value of Ethyl Acetate Fraction from A. semen 

1

23

B
1

23

B
1

23

B

S. aureus S. epidermidis E. Coli 

Figure 2. Antibacterial effect of various concentration ethyl acetate fraction from  A. semen by disc diffusion assay (B : DMSO; 

1 : 20 μg/mL; 2 : 40 μg/mL; 3 : 80 μg/mL).

Inhibition zone1) (mm)

20 40 80

S. aureus N.D 0 10

S. epidermidis N.D 5 8

E. coli N.D N.D N.D

1) µg/mL of fraction was absorbed into paper disc (8 mm) and diameter (mm) of clear zone was measured N.D : not detect

Table 4. Antibacterial Effect of the Ethyl Acetate Fraction from A. Semen
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3.5. 세포독성

마우스의 흑색 종양 세포인 B16/F1 세포에 대한 빈

랑자의 세포독성 농도를 확인하기 위하여 MTT assay

를 수행하였다. MTT assay는 생존세포의 탈수효소작

용에 의하여 노란색의 수용성기질이 청자색을 띄는 

비수용성 MTT formazan결정체로 환원량을 비색정량

법으로 확인하는 실험법[23]으로 이러한 특성을 이용

하여 빈랑자의 에틸아세테이트 분획을 처리한 결과  

80 µg/mL 농도에서 세포에 거의 영향을 미치지 않았

으며 100 µg/mL 농도로 처리하였을 때 9.49 ± 1.61% 

의 생존율이 감소되었으며 세포생존율을 50%를 저해

하는 IC50 값은 589.55 µg/mL 측정되었다(Figure 3). 

Chin 등[24]의 보고와 비슷한 결과를 나타내고 있으며 

이후의 실험은 세포성장률에 영향을 주지 않는 80 

µg/mL 농도까지 진행하여 빈랑자의 미백효과가 세포

생존율의 감소가 아니라 빈랑자의 효과임을 확인할 

수 있다.

3.6. 세포 내 멜라닌 함량측정

B16/F1 세포 내에서 빈랑자의 에틸아세테이트 분획

의 멜라닌 합성 억제 작용을 확인하기 위하여 다양한 

농도별로 처리한 뒤 그 세포 내 멜라닌의 양을 Hosoi 

등[14]의 방식을 변형하여 측정하였다. 생체 내에서의 

멜라닌 합성은 기질인 tyrosine이 tyrosinase에 의해 

DOPA, DOPA quinone 등[25]의 중간체를 거쳐 멜라닌

이 생성된다. 빈랑자의 에틸아세테이트 분획은 20 

µg/mL에서 80 µg/mL까지 다양한 농도로 처리하고 48 

h 동안 배양한 다음 멜라닌의 양을 측정하였고 Figure 

4에 나타내었다. 빈랑자의 에틸아세테이트 분획을 80 

µg/mL 처리하였을 때 29.78 ± 0.31%까지 저해되었다. 

이 결과는 양성대조군으로 사용된 동량의 arbutin의 

28.31 ± 1.20% 저해율과 유사한 효과를 나타내었다. 

또한 양성대조군으로 사용된 동량의 kojic acid의 

23.29 ± 0.19% 저해율 보다도 높은 효과를 나타냈다. 

따라서 빈랑자의 에틸아세테이트 분획은 미백제로서 

가치가 있는 것으로 사료된다.

3.7. 멜라닌 합성 관련 유전자의 발현저해

멜라닌 합성은 세포 중 melanocyte에서 일어나며 

tyrosinase와 이와 관련된 효소에 의하여 이루어진다

[26]. 따라서 tyrosinase, TRP 유전자와 MITF 유전자를 

저해한다면 멜라닌 합성을 저해할 수 있다. 빈랑자의 

에틸아세테이트 분획이 멜라닌 합성 유전자에 미치는 

영향을 확인하기 위하여 분획을 20, 40 µg/mL의 농도

를 처리한 뒤 48 h 뒤에 mRNA를 추출하여 그 발현정

도를 PCR을 통해 확인하였다(Figure 5). 빈랑자의 에
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Figure 3. Effect of A. semen concentration on the cell 

viability of B16/F1 melanoma cell. B16/F1 cells were 

treated with various concentrations (20 – 500 μg/mL) of A. 

semen. Cell viability was measured by MTT assay. Data 

points and bar represent arithmetic mean ± SD (n = 3). **p

< 0.01, *p < 0.05 as compared to the untreated group 

(Blank).

0

5

10

15

20

25

30

35

80 μg/mL A.Semen EtOAc Fraction (μg/mL)

In
hi
bi
ti

on
 r
at
e 

of
 M
el
an
i
n 
co
nt
en

ts
 (
%)

**

**

**

*

*

*

Kojic
acid

Arbutin 20 40 60 80

Figure 4. Effect of A. semen concentration on the melanin 

contents of B16/F1 murine melanoma cell. B16/F1 cells 

were treated with various concentrations (20 – 80 μg/mL) 

of A. semen. Melanin contents was measured by absorbance. 

Data points and bar represent arithmetic mean ± SD (n = 

3). **p < 0.01, *p < 0.05 as compared to the untreated 

group (Blank).
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틸아세테이트 분획을 40 µg/mL 농도가 되도록 처리하

였을 때 멜라닌 발현 호르몬인 α-MSH을 처리한 음성

대조군에 비하여 tyrosinase와 MITF 유전자의 mRNA 

발현을 유의성 있게 감소시켰으며 이 결과는 세포 내 

멜라닌 합성과 유사한 경향을 나타내었다. 양성 대조

군으로 사용된 동일한 농도의 arbutin 보다도 높은 저

해 활성을 나타내었다. 반면 TRP-1과 TRP-2 유전자의 

대해서는 특별한 저해를 일으키지 못하였다. 이러한 

결과를 종합하였을 때 미백소재로서의 가능성을 확인

할 수 있었다.  

4. 결    론 

화장품 소재로서 항산화 효과와 미백 효과가 있는 

소재 발굴을 위하여 전통 한방 소재인 빈랑자로 유용

성 물질을 추출 및 분획하여 소재로서 가능성을 확인

하였다. 빈랑자의 마쇄된 건조 분말을 이용하여 용매

별 추출을 하였고 그중 에틸아세테이트 분획을 이용

하여 동결건조하여 분말형태로 제조하였다. 빈랑자의 

에틸아세테이트 분획의 총 페놀성물질의 함량은 

301.35 ± 0.88 µg/mg으로 측정되었다. 항산화 활성을 

측정하기 위하여 DPPH radical 소거능을 측정한 결과 

1.02 ± 0.07 µg/mL에서 IC50 값이 나타났으며 FRAP 

value 역시 9.07 ± 0.39 mM로 측정되어 두 결과 모두 

양성대조군으로 사용한 ascorbic acid와 비슷한 효과를 

나타내었다. 또한 피부상재균에 대한 항균활성으로 

Gram positive 균주인 S. aureus, S. epidermidis 균주에 

대해서 모두 80 µg/mL의 농도에서 생육저해환을 72 h 

이상 유지하며 항균활성을 나타내었다. 빈랑자의 에

틸아세테이트의 분획은 최대 80 µg/mL에서도 거의 세

포독성을 나타내지 않았으며 이 농도에서 멜라닌 합

성량을 29.78 ± 0.31%까지 저해하였다. 이 결과를 유

전자 수준에서 확인하기 위하여 멜라닌 합성 관련 유

전자인 tyrosinase와 MITF 유전자에 대하여 40 µg/mL

의 농도 의존적으로 저해하는 것이 확인되었다. 따라

서 빈랑자는 화장품 소재로서 다양한 이용이 가능할 

것으로 사료된다.  
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