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요 약: 본 연구에서는 화장품 신소재 개발을 위해 한의약적 포제법을 적용하여 흰점박이꽃무지 추출물을 제조하
고 포제방법에 따른 항염 및 미백활성을 평가하였다. 모든 실험은 생(生), 1회 초법(炒法), 2회 초법(炒法), 3회 
초법(炒法), 증법(蒸法)을 적용한 흰점박이꽃무지를 이용하였다. 각 포제법을 적용한 흰점박이꽃무지의 용매별
(80% 에탄올, 50% 에탄올, 에틸아세테이트, 헥산) 추출물에 대한 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 
라디칼 소거 활성은 각각 85.5, 22.4, 37.0 및 19.4%의 효과를 나타내었다. 따라서 이후의 실험은 항산화 활성
이 가장 큰 80% 에탄올 추출물을 이용하였다. 포제법을 적용한 흰점박이꽃무지 추출물과 포제법을 적용하지 
않은 추출물 모두 농도 의존적으로 항산화능을 나타냈으며, 500 µg/mL 농도에서 포제법을 적용한 3회 초법 
및 증법은 superoxide dismutase (SOD)-like 활성이 각각 62.9 및 55.9%를 나타냈다. Lipopolysaccharide 
(LPS)로 염증이 유도된 RAW 264.7 세포에 포제법을 적용한 흰점박이꽃무지 추출물을 처리하였을 때, LPS를 
단독으로 처리한 양성 대조군보다 포제법을 적용하지 않은 흰점박이꽃무지 추출물(38.0%), 1회 초법(41.0%), 
2회 초법(69.8%), 3회 초법(70.1%), 증법(78.5%) 순으로 염증 매개물질인 NO･ 생성이 유의적으로 감소하였
다. 세포 내 tyrosinase 저해 활성 및 멜라닌 생합성 저해 효과를 확인한 결과, 농도 의존적으로 tyrosinase 
저해 활성 및 멜라닌 생성 억제 활성을 나타내었다. 포제하지 않은 흰점박이꽃무지 추출물은 500 µg/mL 농도에
서 α-MSH만 처리한 대조군과 비교하여 멜라닌 생합성을 90.7% 감소시켰다. 이상의 결과들은 항염이나 미백 
활성이 있는 화장품 소재 개발에 포제법을 적용할 수 있음을 시사한다.

Abstract: In order to find new functional materials for the cosmetics application, we investigated anti-inflammatory and 

whitening effects of the Protaetia brevitarsis seulensis (P. brevitarsis) extracts, which were prepared by the various ori-

ental conversion methods, as follows; fresh, roasted one time, roasted two times, roasted three times, and steamed. 

2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities of the various solvent extracts (80% ethanol, 50% 

ethanol, ethyl acetate, hexane) of P. brevitarsis extracts were 85.5, 22.4, 37.0 and 19.4% respectively. The 80% ethanol 
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1. 서    론

피부가 자외선에 노출되면 피부에서는 다양한 종류

의 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이 생성된

다. 피부에서 생성되는 ROS의 종류로는 1O2, O2
∙-, 

H2O2, HO･ 및 NO･ 등이 있다. 이들 ROS는 피부에 존

재하는 효소적 항산화제 및 비효소적 항산화제에 의해 

제거되지만 피부가 자외선에 계속 노출되면 피부에서

는 과잉의 ROS가 생성된다. 이들 ROS는 피부 세포 및 

조직을 손상시킴으로써 광노화를 촉진시킬 뿐만 아니

라 피부 염증반응을 일으켜서 피부 손상 및 피부 질환

을 야기시킬 수 있다. 

피부 염증반응은 피부의 손상이나 노화에 있어서 주 

원인 중의 하나로 알려져 있다. 이러한 염증은 체내 세

포 및 조직에 어떤 기질적 변화를 가져오는 침습이 가

해졌을 때, 생체가 재생이나 회복 등을 위한 방어적 반

응 과정의 일환이다[1]. 이 과정에서 ROS의 일종인 ni-

tric oxide (NO･)가 대식세포와 같은 면역세포에 의해 

생성되며 각종 생리 및 병리적 과정에 있어 중요한 

역할을 담당한다[2-4]. 하지만 과도하게 생성된 NO･
는 혈관투과성 및 부종 등의 염증반응을 촉진시키거

나 염증 매개체의 생합성을 통하여 급성 또는 만성 

염증을 일으킴으로써 조직 손상 및 유전자 변이 등

을 가져올 수 있다[5-7]. 염증성 cytokines이나 lip-

opolysaccharide (LPS) 등에 의해 자극된 세포는 cyclo-

oxygenase-2 (COX-2)와 inducible NO synthase (iNOS)의 

발현양이 증가한다. 이 효소들의 발현 증가는 prosta-

glandins E2 (PGE2)와 NO･의 생성을 증가시킴으로써 

다양한 염증성 질환을 야기시킬 수 있다[8]. 염증반응

에서 NO･ 및 PGE2의 생성은 각각 iNOS와 COX-2에 의

해 이루어진다[9-10].

자외선 및 ROS에 의한 피부에서의 멜라닌 생성은 

피부의 흑화 현상의 원인이 되지만 한편으로는 자외선 

및 ROS로부터 피부를 보호하는 역할을 담당하기도 한

다[11]. 그러나 피부에 멜라닌이 괴도하게 축적되면 기

미, 주근깨 및 검버섯 등의 원인이 된다. 멜라닌 생성

과정은 멜라노사이트에서 핵심효소인 tyrosinase와 ty-

rosinase-related proteins (TRPs) 등에 의해 조절된다

[12-13]. 멜라닌의 종류로는 pheomelanin과 eumelanin이 

있다[14]. Tyrosinase는 tyrosine을 DOPA quinone과 

DOPA chrome으로 산화시키는 단계에 참여하는 효소

이다[15]. 기능성 화장품에서 미백소재 개발 연구는 ty-

rosinase의 저해활성뿐만 아니라 멜라닌 생성과정에 관

여하는 각종 효소의 저해 활성, 이와 관련이 있는 유전

자 발현과 멜라닌 생성을 세포 수준에서 관찰하고 인

체 시험을 통해서 평가 확인하는 과정을 거친다. 최근

에는 천연물을 이용한 미백 효능뿐만 아니라 주름개선 

등 항노화 효능을 함께 갖는 복합 기능성 소재 개발에

도 많은 관심이 모아지고 있다[16]. 

흰점박이꽃무지(Protaetia brevitarsis seulensis)는 딱

정벌레목 꽃무지과에 속하는 곤충으로 그 유충은 “굼

벵이” 또는 제조(蠐螬)로 알려져 있다. 그 전체 길이

는 약 17 ∼ 24 mm 정도의 식식성(植食性) 곤충으로 

한국, 일본, 중국 및 유럽 등에 서식하는 것으로 알려

져 있다[17-18]. 흰점박이꽃무지 유충은 동의보감에서

는 간암이나 간염, 백내장 등의 성인병을 치료하는데

도 효과가 있는 것으로 기록되어 있으며, 특히 간질환

에 효능이 뛰어나 한방이나 민간요법에도 이용되어 온 

extract with the highest antioxidant activity was used for all experiments. In case of antioxidant activity test of the 

extracts, all the extracts showed the activities in concentration dependent manner regardless of the sample preparation 

methods. Superoxide dismutase-like (SOD-like) activities of the extracts roasted three times and steamed were 62.9 and 

55.9%, respectively in 500 µg/mL. Effects of extracts on the inflammation of RAW 264.7 cell induced by lip-

opolysaccharide (LPS) showed decreasing tendency of NO･ and prostaglandin E2 (PGE2) production; PBS fresh (38.0%), 

PBS roasted one time (41.0%), PBS roasted two times (69.8%), PBS roasted three times (70.1%), PBS steamed (78.5%). 

Intracellular tyrosinase and melanin biosynthesis inhibitory activities of the extracts were decreased in a concentration 

dependent manner. However, the fresh P. brevitarsis extracts without the oriental conversion method showed 90.7% de-

crease compared to the control group treated with α-MSH alone at 500 µg/mL. Taken together, these results suggest 

the oriental conversion method can be applied in development of cosmetic materials in order to improve anti-in-

flammatory and whitening effects of the cosmetics products. 

Keywords: Protaetia brevitarsis seulensis, anti-inflammation, whitening, oriental conversion method, cosmetics
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것으로 알려져 있다[19]. 현재 흰점박이꽃무지에 대한 

기능성 효능 연구로는 항균성 단백질, 간 손상 보호 및 

항암 작용에 대한 보고가 있다[20-26]. 흰쥐를 대상으

로 한 동물 임상실험에서는 그 안전성을 확인되었고

[27-29], 지질대사에 미치는 영향[30-31], 그리고 메탄

올 추출물에서 항산화 활성 등이 보고된 바 있다[32]. 

최근에는 흰점박이꽃무지의 추출 용매별로 항염증 

및 미백 활성에 관한 연구가 세포 수준에서 검토된 

바 있다[33].

포제(炮製)란 한약의 전통적 가공 기술을 통칭한 것

으로써 약재를 조제(調製)하고 제성(製成)하는 것으로, 

한약재 또는 절편에 따라 그 처리방법은 매우 다양하

다. 이러한 포제의 목적은 부작용 감소, 용해성 촉진, 

약성 변화, 효능 증가, 효능 조절 및 비약용 부분 제거, 

순도 증진 및 저장의 편리 등이 알려져 있다[34].

본 연구에서는 동의보감을 바탕으로 유용 곤충자원

인 흰점박이꽃무지를 한의학적 포제방법을 적용하여 

개발한 소재가 화장품 소재로서 화장품에 응용 가능한

지를 알아보고자 하였다. 이를 위해 최적의 포제 방법 

및 전처리 조건을 찾고 이로부터 조제된 추출물에 대

한 항산화, 항염 및 미백 효능을 평가하였다. 따라서 

기능성 화장품 소재 개발이 거의 대부분 식물추출물에 

의존하던 종래 방식에서 벗어나 곤충을 이용한 새로운 

화장품 소재를 개발할 수 있다는 가능성을 제시하고자 

하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 기기 및 시약

ELISA reader (iMark microplate reader, BIO-RAD, 

USA)를 사용하였다. L-Tyrosine은 Sigma (USA)에서 구

입하여 사용하였다. 완충용액 제조에 사용된 potassium 

phosphate monobasic, potassium phosphate dibasic 역시 

Sigma (USA)에서 구입하였다. 그리고 그 외 각종 용매

는 시판 특급 시약을 사용하였다. 효소로 사용된 ty-

rosinase (1000 units/mg solid)는 Sigma (USA), SOD as-

say kit-WST는 Dojindo Co. (Japan)에서 구입하여 사용

하였다. 

Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s modified Eagle 

medium (DMEM)은 Gibco (USA)에서 구입하였다. 

Lipopolysaccharide (LPS), Griess 시약(1% (w/v) sulfani-

lamide, 0.1% (w/v) naphylethylenediamine in 2.5% (v/v) 

phosphoric acid), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl

-2H-tetrazolium bromide (MTT), dimethyl sulfoxide 

(DMSO)은 Sigma (USA)에서 구입하였다. 비교물질로 

사용한 ascorbic acid 2-glucoside (AA-2G)는 Sigma 

(USA)에서 구입하였다.

2.2. 시료의 포제

실험에 사용된 흰점박이꽃무지는 정우당(Yeongcheon, 

Korea)에서 3령 유충을 구입하여 사용하였다. 포제법

의 종류는 Table 1과 같다. 포제(炮製) 횟수는 “포제 

건조”를 1회로 하여 동일 과정을 반복하였고 포제 과

정은 구입한 흰점박이꽃무지 유충에 대하여 설정 온

도 160 ℃와 시간별(10, 20 및 30 min)로 100 g씩 각각 

초법하였으며, 떡찜기 하부에 물을 넣고 설정 온도 

110 ℃에서 증기가 발생한 후 흰점박이꽃무지 유충을 

찜솥에 올려놓아 증법(蒸法)하였으며 찜솥 내의 온도

는 95 ∼ 100 ℃였고 3 min간 증법하였다. 건조과정은 

자연 건조법으로 진행하였고 실리카겔로 2차 건조하

였다. 실험에 사용된 시료는 생흰점박이꽃무지 유충, 

1회 초법(炒法)한 것, 2회 초법(炒法)한 것, 3회 초법(炒

法)한 것, 증법(蒸法)한 것을 각각 분쇄 가공하여 사용

하였다.

2.3. 포제 방법에 따른 흰점박이꽃무지 추출물 제조

포제 처리한 각 시료들의 추출은 분쇄기로 분쇄한 

다음 시료 20 g에 에탄올 50% 200 mL를 넣고, 25 ℃에

서 24 h씩 2회 반복 추출하였다. Kimble filtering flask

에 funnel을 장착하고 여과지(Whatman No.2)를 사용하

여 추출물을 여과한 뒤 여과액을 미리 항량된 용기에 

넣어 40 ∼ 45 ℃의 수온에서 rotary vacuum evaporator 

(JP/N 1000X, Eyela)를 사용하여 감압 농축하였다. 각각

의 농축액을 자연 건조하여 건조시켰으며 공정은 Figure 

1과 같다. 그 결과로 자연건조 추출물 포제 흰점박이꽃

무지 에탄올 50% 추출물은 4.93 g (수율: 24.65%)을 얻

었으며, 에탄올 80% 추출물은 2.66 g (수율: 13.30%)을 

얻었다. 또한, 에틸아세테이트 추출물은 1.26 g (수율: 

6.30%)을 얻었으며, 헥산 추출물은 1.19 g (수율: 5.95%)

을 얻었다. 각 추출물을 70% 에탄올에 녹여 10 mg/mL

의 stock 용액으로 제조한 뒤 4 ℃에 보관하여 사용하

였다.
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2.4. 포제방법에 따른 흰점박이꽃무지 추출물의 항산화 

평가

2.4.1. DPPH Assay를 이용한 Free Radical 소거 활성 시험

DPPH법은 시료의 라디칼 소거능을 평가할 수 있는 

실험법으로써, 비교적 안정한 라디칼인 DPPH에 대한 

전자공여능을 통하여 시료의 환원력을 측정한다. 실험 

방법은 메탄올에 용해시킨 0.2 mM DPPH 용액 1 mL에 

에탄올 1 mL를 첨가하고 여러 농도의 흰점박이꽃무지 

추출물 1 mL를 첨가하여 섞은 다음 실온에서 10 min 

동안 방치 후 spectrophotometer로 517 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 그 활성의 크기는 시료를 넣지 않은 경

우를 대조군(control)으로 하고 시료를 넣은 것을 실험

군(experiment)으로 하였다. 자유 라디칼 소거활성은 

DPPH의 농도가 50% 감소되는데 필요한 시료의 농도

Oriental conversion methods Asistence material Examples

Roasted method (炒法)

A method of roasting uniformly to a certain extent 

by heating the medicine while keeping the fire 

centered evenly and continuing

土炒法
(Loess, 黃土)

土白朮
(Atractylodes macrocephala koidzumi with loess)

釜炒法
(Bran, 麸)

煨葛根
(Pueraria lobata ohwi with bran )

米炒法
(Rice, 米)

米黨參
(Codonopsis pilosulae radix with rice)

Broiled method (炙法)

How to stir-fry the auxiliary ingredients into the 

drug together with a certain amount of liquid 

auxiliary material of the medicine

酒炙法
(Yellow wine, 黃酒)

酒當歸
(Angelicae gigantis radix with yellow wine)

炒炙法
(Vinegar, 食醋)

炙大黃
(Rheum palmatum with vinegar)

薑炙法
(Ginger juice, 生薑汁)

薑黃連
(Coptis sp. with ginger juice) 

蜜炙法
(Honey, 蜜)

蜜甘草
(Glycyrrhiza uralensis fischer with honey)

鹽炙法
(Salt water, 鹽水)

鹽知母
(Anemarrhenae rhizoma with salt water)

Steamed method (蒸法)

How to make steaming with adding or not adding 

auxiliary materials such as alcohol, vinegar etc to 

the medicine

豆蒸法
(Bean soup, ─太汁)

製何首烏
(Polygoni multiflori radix with bean soup)

酒蒸法
(Yellow wine, 黃酒)

酒蒸黃精
(Polygonatum sibiricum rehd. with yellow wine)

Boiled method (煮法)

How to pour a proper amount of water and simmer 

together with adding or not adding auxiliary drugs

鹽煮法
(Salt water, 鹽水)

製附子
(Aconitum carmichaeli debeaux with salt water)

薑煮法
(Ginger juice, 生薑汁)

薑半夏
(Pinelliae tuber with ginger juice)

Table 1. Type of Oriental Conversion Methods

Figure 1. The extracting process of P. brevitarsis seulensis.
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(free radical scavenging activity, FSC50, µg/mL)로서 표

기하였으며, 자유 라디칼(DPPH) 소거활성(%)을 계산

하는데 사용한 식은 다음과 같다.

Radical scavenging (%) = 

( 1 － 
Aexperiment － Ablank

) × 100
Acontrol

2.4.2. SOD-Like 활성 측정

포제한 흰점박이꽃무지 추출물의 SOD 항산화효소 

유사활성 측정은 Marklund 등의 방법에 따라 실행하였

다. 시료는 이 추출물 0.5 g을 10 mL의 Tris-HCl buffer 

(pH 8.5)에 녹인 것을 사용하였다. 실험으로는 포제한 

흰점박이꽃무지 추출물 0.2 mL에 Tris-HCl buffer (pH 

8.5) 3 mL와 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL를 가하여 25 ℃

에서 10 min 방치 후, 1 N HCl 1 mL로 반응을 정지시

킨 후 450 nm에서 흡광도를 측정하여 나타내었다.

SOD like activity (%) =

( 1 － 
Aexperiment － Ablank

) × 100
Acontrol

2.5. HPLC를 이용한 흰점박이꽃무지 지표 물질 분석

시료 중의 지표 물질(oleic acid) 함량분석을 위하여 

대한약전(보건복지부 1997)의 방법을 응용하였으며, 

HPLC 분석의 전반적인 조건은 Table 2와 같다. 사용한 

column은 Intersil SIL-100A (4.6 × 250 mm)이다. 검출기

는 ELSD (evaporator temperature : 40 ℃, Nebulizer tem-

perature : 40 ℃)로 실시하였으며 시료의 1회 주입량은 

5 µL이었다. 이동상은 MeOH : chloroform (30 : 70)이

며 유속은 1.0 mL/min이었다.

2.6. 세포활성 평가

2.6.1. 세포배양

B16F10 melanoma 세포는 American Type Culture 

Collection (ATCC)로부터 구입하여 사용하였고, 배지

는 10% FBS을 포함한 DMEM배지를 사용하였으며, 

온도 37 ℃와 5%의 CO2를 유지하는 incubator에서 배

양하였다. 배지는 매 2일마다 교환하였으며, 세포의 

밀도가 90%가 도달하기 이전에 계대배양하였다. 냉동 

보관한 세포를 해동한 후 내지 5 ∼ 6 passage까지만 

사용하였으며, 사용 후 세포는 고압멸균 후 폐기하였

으며, RAW 264.7 murine macrophage cell은 한국세포

주 은행(KCLB, Korea)으로부터 분양받아 1% pen-

icillin-streptomycin과 10% FBS이 함유된 DMEM 

(Gibco, USA) 배지를 사용하여 37 ℃, 5% CO2 in-

cubator 조건에서 배양하였으며, 2일 간격으로 계대 배

양을 시행하였다.

2.6.2. 세포독성 측정(MTT Assay)

RAW 264.7, B16F10 세포 모두 생존율 측정은 

Carmichael의 방법(Carmichael et al., 1987)에 의하여 실

시하였다. 24-well plate에 logarithmic phase에 도달한 

세포를 1.0 × 105 cells/well의 농도가 되도록 조절하여 

분주 후 24 h 배양하여 부착화 및 안정화를 시행하였

다. 24 h 배양이 끝난 후 추출물의 최종 농도 10, 25, 

50, 100, 200, 500 µg/mL 되게 용액에 희석하여 세포주

에 처리한 후 24 h 동안 배양하였다. 배양 완료 후 각 

well에 MTT 용액(5 mg/mL in PBS) 10 µL씩 첨가하여 

37 ℃, 5% CO2의 습윤 배양기에서 4 h 동안 반응하여 

MTT가 환원되도록 하였다. 각 well에 생성된 formazan 

Condition

Instrument Agilent 1260 HPLC

Column Intersil SIL-100A (4.6 × 250 mm, 5 µm)

Column temp. 40 ℃

Detector ELSD (evaporator temp: 40 ℃, nebulizer temp: 40 ℃)

Mobile phase Isocratic (MeOH : Chloroform = 30 : 70)

Flow rate 1 mL/min

Run time 15 min

Injection volume 5 µL

Table 2. The Conditions for HPLC Analysis of Oleic Acid 
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결정을 DMSO에 잘 녹여서 96-well plate에 옮겨 micro-

plate reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 

2.6.3. 항염 효능 평가

2.6.3.1. Nitric Oxide 생성 측정

NO･의 농도 측정에 의한 항염 활성 측정은 배양액 

내의 nitrite 농도에 따라 Griess reagent system을 이용하

여 측정하였다. RAW 264.7 세포를 96-well plate에 2.0 

× 104 cells/well이 되도록 분주하고 18 h 동안 배양한 

후 포제 흰점박이꽃무지 유충 추출물을 10, 25, 50, 100 

및 200 µg/mL의 농도로 전처리하고 1 h 후에 LPS 1 

µg/mL 처리한 후 48 h 동안 배양하였다. 배양액과 동

량의 Griess reagent를 가하고 10 min 동안 상온에서 반

응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Sodium 

nitrite의 농도별 표준곡선을 이용하여 배양액의 NO･ 
농도를 결정하였다.

2.6.3.2. Prostaglandin E2의 측정

활성화된 대식세포로부터 분비되는 염증물질인 PGE2

의 양을 세포배양액으로부터 효소면역반응법(enzyme 

immuno assay; EIA)을 이용하여 측정하였다. RAW 

264.7 대식세포에 포제방법(生, 1회 炒, 2회 炒, 3회 炒, 

蒸)에 따른 흰점박이꽃무지 추출물을 전 처리하고 1 

µg/mL의 LPS를 처리하여 18 h 배양한 후 세포 배양액

을 수거하여 배양액 내에 존재하는 PGE2의 양을 측정

하였다. 배양액을 goat anti-mouse로 coating된 96-well 

plate에 각각의 배양액을 100 µL씩 loading한다. 여기에 

primary antibody solution 50 µL와 PGE2 conjugate 50 µL

씩 첨가하여 4 ℃에서 overnight시켰다. 기질용액을 200 

µL씩 처리하여 5 ∼ 20 min 반응시킨 후, 50 µL의 stop 

solution을 처리하고 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.6.4. 미백 효능 평가

2.6.4.1. Melanoma Cell (B16F10)에서의 In Vitro Tyrosinase 저해

활성 

B16F10 세포를 배양하여 24-well plate에 각 well당 

세포를 1.0 × 105 cells/well로 각각의 세포생존율에 따

라 농도를 처리한 후 48 h 배양하였다. 48 h 배양한 후 

각 well을 10 mM PBS로 세척하였으며, 1% Triton 

X-100을 함유한 10 mM PBS 100 µL에 현탁시켰다. 현

탁된 이 액을 vortexing 한 후 1000 rpm에서 5 min 동안 

원심 분리하여 상등액을 활성측정 효소액으로 사용하

였다. 96-well plate에 이 효소액을 40 µL 넣고 기질인 

L-DOPA (2 mg/mL) 100 µL를 첨가하였다. 37 ℃에서 

1 h 동안 반응을 진행시킨 뒤, microplate reader를 이용

하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. Tyrosinase의 

활성도는 대조군의 흡광도에 대한 백분율을 계산하

였다(Roberts, 1969).

2.6.4.2. Melanoma Cell (B16F10)에서의 멜라닌 합성 저해활성

B16F10 melanoma 세포를 10% FBS가 함유된 

DMEM으로 6-well에 세포수 2.0 × 104 cells/well에 2 

mL씩 첨가하고 5% CO2, 37 ℃ 조건하에서 24 h 배양

하였다. 10 nM의 melanocyte stimulating hormone (α

-MSH)와 함께 시료를 배지에 농도별로 처리하여 72 h 

동안 추가 배양하였다. 배지를 제거하고 세포를 tryp-

sin-EDTA으로 처리하여 세포 pellet을 회수하였다. 회

수된 pellet을 1.5 mL eppendorf tube로 옮겨 10,000 rpm

에서 10 min 동안 원심 분리한 후 상등액을 제거하였

다. 상등액이 제거된 pellet에 1 N NaOH 용액을 첨가하

고 60 ℃에서 1 h 동안 용해시킨 후, microplate reader를 

이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정한 후 멜라닌 생

성 저해율(%)을 계산하여 α-MSH만 처리한 대조군과 

비교하여 상대적인 멜라닌 함량을 측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. DPPH 라디칼 소거 활성 측정

자외선 노출과 같은 외부 스트레스에 의해 피부에서 

생성되는 과잉의 ROS는 세포 및 조직 손상과 더불어 

노화를 가속화시킨다. 이러한 ROS에는 super oxide 

anion radical (O2
∙-), hydroxyl radical (･OH) 등이 있으며 

이들과 생체분자와의 반응으로 생성된 유기 라디칼

(･OR 또는 ･OOR)과 같은 라디칼 종이 포함된다. 라디

칼은 원자가 전자 오비탈에 쌍을 이루지 않은 홀 전자 

가 존재하여 에너지가 높고 반응성이 매우 크다. 라디

칼은 세포막에서 지질 과산화반응을 개시하여 자동 산 

화 연쇄 반응 과정으로 세포를 손상시킨다[35]. 

흰점박이꽃무지 추출물의 DPPH 라디칼 소거 활성 

및 포제방법에 따른 영향을 측정한 결과 Figure 2과 같
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다. 추출물의 경우 5,000 µg/mL에서 에탄올 80%, 에탄

올 50%, 에틸아세테이트, 헥산 추출물에서 각각 85.5, 

22.4, 37.0 및 19.4%의 라디칼 소거활성을 나타내었으

며, 양성대조군인 AA-2G를 통해 농도의존적으로 항산

화 활성이 증가함을 확인하였고, 이에 따라 추후 실험

은 추출용매들 중 항산화능이 가장 높은 에탄올 80%

를 선정하여 진행하였다.

3.2. SOD 유사활성 측정

항산화 효소 중의 하나인 SOD는 생체내에서 생성된 

O2
∙-를 과산화수소로 전환 시키는 반응(2O2

∙- + 2H+ → 

H2O2 + O2)을 촉매하는 효소이다. 이어 SOD에 의해 생

성된 H2O2는 peroxidase나 catalase에 의하여 무해한 물 

분자와 산소분자로 전환됨으로써 SOD가 활성산소로

부터 생체를 보호하는 것으로 알려져 있다. 따라서 추

출물 중에서 SOD 유사활성이 있으면 산화 방지뿐만 

아니라 노화를 억제하는데도 기여할 수 있다. 흰점박

이꽃무지 추출물의 각 포제방법에 따른 SOD 효소 활

성에 대하여 측정하였다(Figure 3). 포제법을 적용한 흰

점박이꽃무지와 포제법을 적용하지 않은 흰점박이꽃

무지 추출물 모두 농도가 증가함에 따라 유의적으로 

높은 SOD 유사 활성이 증가하는 경향을 나타냈다. 포

제 흰점박이꽃무지 추출물의 경우 500 µg/mL에서 3회 

초법이 62.9%, 증법, 포제적용 전, 2회 초법, 1회 초법 

순으로 각각 55.9, 48.8, 40.0 및 25.5%를 나타내었으며, 

이는 포제 SOD 유사활성에서 대조군에 비하여 포제법

을 적용하지 않은 군의 활성(48.8%)과 비교하였을 때, 

3회 초법적용 흰점박이꽃무지의 SOD 유사활성(62.9%)

이 높음을 알 수 있었고, 증법 추출물 500 µg/mL에서는 

55.9% 이상 증가되었다. 2회 초법 및 1회 초법적용 흰

점박이꽃무지 추출물의 SOD 유사활성은 각각 40.0%, 

25.5%로 SOD 유사활성과 비교할 때 3회 초법(62.9%) 

흰점박이꽃무지 추출물의 SOD 유사활성이 가장 높음

을 알 수 있었다.

3.3. HPLC를 이용한 흰점박이꽃무지 추출물의 지표물질 

분석

흰점박이꽃무지 추출물은 특이적으로 유지 성분 함

량이 매우 높다. 전체 지방산 중 올레산(oleic acid)의 

함량이 가장 높으며, 주요 지방산으로는 올레산, 팔미

트산, 팔미톨레산, 리놀레산 및 스테아르산이 있다. 그

중 올레산(oleic acid)의 함량이 매우 높아 흰점박이꽃

무지의 지표물질을 올레산(oleic acid)으로 선정한 선행

연구[36]를 바탕으로 포제에 따른 oleic acid의 HPLC 

패턴 변화를 비교 분석하였다(Figure 4).

3.4. 세포 독성 시험(RAW 264.7, B16F10)

흰점박이꽃무지에 의한 macrophage 세포와 melano-

ma 세포의 생존율을 각각 MTT assay에 의해 확인한 

결과를 Figure 5, 6에 나타냈다. 두 세포 모두 모든 분

획물이 500 µg/mL의 농도에서 80% 이상의 생존율을 

나타내어 낮은 세포 독성율을 확인하였다. 이하의 mel-

anoma cell (B16F10)에서의 tyrosinase 활성도와 멜라닌 

생합성량, 미백관련 신호전달인자 측정은 생존율이 

Figure 3. SOD-like activity of 80% ethanol extraction from P. 

brevitarsis seulensis by the oriental conversion methods. 
* The conditions of P. brevitarsis seulensis (PBS)
E80-1: 80% ethanol extract of fresh PBS, E80-2: 80% ethanol 
extract of PBS roasted one time, E80-3: 80% ethanol extract of 
PBS roasted two times, E80-4: 80% ethanol extract of PBS 
roasted three times, E80-5: 80% ethanol extract of PBS steamed.

Figure 2. Free radical scavenging activities of fractions 

extracted from P. brevitarsis seulensis by the oriental 

conversion methods.
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80% 이상의 농도인 10, 50, 100, 200 및 500 µg/mL의 

농도에서 확인하였다.

3.5. PGE2와 NO･ 생성에 미치는 영향

염증 반응의 매개물질을 합성하는 inducible nitric 

oxide synthase (iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2)의 

발현 유도는 nitric oxide (NO･) 생성 등 염증반응과 밀

접한 관련이 있으며, 염증성 사이토카인의 자극에 의

해서도 다양한 세포에서 나타나기도 한다. 외부 자극

에 의해 염증이 유발될 때는 COX-2가 일시적으로 과

발현되어 프로스타글란딘의 과량 방출이 나타날 수 있

다. 본 연구에서는 포제 흰점박이꽃무지 추출물이 항

염증 효과가 있는지를 평가하기 위해 염증 매개인자의 

변화를 관찰하였다. 포제 흰점박이꽃무지 추출물의 농

도는 세포독성을 나타내지 않는 500 µg/mL 이하의 농

도를 실험에 사용하였다. 그 결과 LPS로 유도된 RAW 

264.7 세포에서 염증 유발 후 포제 흰점박이꽃무지 추

출물을 처리하였을 때 염증 매개물질이 감소하는 것으

로 나타났다. LPS를 단독으로 처리한 양성 대조군보다 

포제 흰점박이꽃무지 추출물을 처리한 군에서 농도 의

존적으로 NO･와 PGE2의 생성이 감소되는 것을 관찰

하였다. 증법 적용한 포제 흰점박이꽃무지 추출물에서 

NO･ 생성의 경우 100 µg/mL 농도에서 38.6 µM의 NO･ 
생성 수준을 나타내었으며, PGE2의 경우 100 µg/mL 농

도에서 49.1 ng/mL의 수준으로 나타났다(Figure 7, 8). 

기존 연구에 의하면 흰점박이꽃무지가 cytokine 및 염

증 매개물인 iNOS의 유의적 감소 및 항염증 효과의 기

전으로 대식세포의 nuclear factor-κB (NF-κB)의 활성

을 억제시키는 것으로 보고된 바 있다. 이러한 결과는 

본 실험 결과와 비교할 때도 항염 측면에서 유의적인 

관련성이 있음을 시사하였다.

3.6. Melanoma Cell (B16F10)에서의 Cellular Tyrosinase 

저해 활성 측정

 포제방법에 따른 흰점박이꽃무지 추출물에 대한 

melanoma 세포에서의 tyrosinase 저해 활성을 측정한 

결과, Figure 9과 같이 나타났다. 포제법을 적용한 흰점

박이꽃무지 추출물과 포제법을 적용하지 않은 추출물 

모두 전반적으로 농도 의존적인 tyrosinase 저해 활성을 

Figure 4. HPLC chromatograms of oleic acid.

Figure 5. Cell viabilities of P. brevitarsis seulensis extracts 

obtained by the oriental conversion methods on macrophage 

cells (Raw 264.7). E80-1: 80% ethanol extract of fresh PBS, 

E80-2: 80% ethanol extract of PBS roasted one time, E80-3: 

80% ethanol extract of PBS roasted two times, E80-4: 80% 

ethanol extract of PBS roasted three times, E80-5: 80% ethanol

extract of PBS steamed.

Figure 6. Cell viabilities of P. brevitarsis seulensis extracts 

obtained by the oriental conversion methods on melanoma cell 

(B16F10). E80-1: 80% ethanol extract of fresh PBS, E80-2: 

80% ethanol extract of PBS roasted one time, E80-3: 80% 

ethanol extract of PBS roasted two times, E80-4: 80% ethanol 

extract of PBS roasted three times, E80-5: 80% ethanol extract 

of PBS steamed.
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나타내었다. 포제적용 전 흰점박이꽃무지 추출물은 모

든 농도에서 포제법을 적용한 경우보다도 tyrosinase 저

해 활성이 크게 나타났다.

3.7. Melanoma Cell (B16F10)에서의 Melanin 생합성 저해

활성 측정

포제방법에 따른 흰점박이꽃무지 추출물에 대한 

melanoma 세포에서의 melanin 생합성 저해효과를 확인

한 결과, Figure 10과 같이 나타났다. 각각의 포제법을 

적용한 추출물들은 농도 의존적으로 멜라닌 생성을 감

소시켰다. 500 µg/mL 농도에서 포제적용 전 흰점박이

꽃무지 추출물의 멜라닌 생합성 저해 효과가 가장 컸

으며, 1회 초법, 증법, 3회 초법, 2회 초법 적용 순서로 

멜라닌 생성 억제 효과를 나타냈다. 

4. 결    론

동의보감에서 기술된 바 있는 유용 곤충자원 중의 

하나인 흰점박이꽃무지는 우리나라에서 약용굼벵이로 

가장 많이 활용되고 있으며, 한의약적으로 포제 방법

에 따라 약성이 변하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에

서는 흰점박이꽃무지 유충을 한의학적 포제방법을 적

용하여 추출물을 만들고 이들에 대한 항산화, 항염 및 

미백 관련 효능 평가를 함으로써 최적의 포제 방법 및 

추출 조건을 도출하였다.

1) 포제법을 적용한 흰점박이꽃무지의 용매별(80% 에

Figure 8. Effects of 80% ethanol extract P. brevitarsis seulensis

on prostaglandin E2 production in LPS-stimulated Raw 264.7 

macrophages. PGE2 production was measured by the Griess 

reaction assay and expressed as a percentage of the control 

(LPS alone). Valid is the mean ± S.D. of the three independent

experiments. (significant as compared to control.). E80-1: 80% 

ethanol extract of fresh PBS, E80-2: 80% ethanol extract of 

PBS roasted one time, E80-3: 80% ethanol extract of PBS 

roasted two times, E80-4: 80% ethanol extract of PBS roasted 

three times, E80-5: 80% ethanol extract of PBS steamed.

Figure 7. Effects of 80% ethanol extracts of P. brevitarsis 

seulensis obtained by the oriental conversion methods on NO･ 
production in LPS-stimulated Raw 264.7 macrophages. NO･ 
production was measured by the Griess reaction assay and 

expressed as a percentage of the control (LPS alone). Valid is

the mean ± S.D. of the three independent experiments. 

(significant as compared to control.). E80-1: 80% ethanol extract

of fresh PBS, E80-2: 80% ethanol extract of PBS roasted one 

time, E80-3: 80% ethanol extract of PBS roasted two times, 

E80-4: 80% ethanol extract of PBS roasted three times, E80-5:

80% ethanol extract of PBS steamed.

Figure 9. Changes of intracellular tyrosinase activities by 80% 

ethanol extract obtained from P. brevitarsis seulensis. Cells 

were incubated with presence or absence of α-MSH for 72 h. 

Then, cells were solubilized and then the tyrosinase activities 

were measured. Data are expressed as a percentage of the 

control (α-MSH alone) and presented as the mean of three 

independent experiments ± S.D. E80-1: 80% ethanol extract of 

fresh PBS, E80-2: 80% ethanol extract of PBS roasted one 

time, E80-3: 80% ethanol extract of PBS roasted two times, 

E80-4: 80% ethanol extract of PBS roasted three times, E80-5:

80% ethanol extract of PBS steamed.
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탄올, 50% 에탄올, 에틸아세테이트, 헥산) 추출물에 

대한 DPPH 라디칼 소거 활성에서 5,000 µg/mL 처리

하였을 때 각각 85.5, 22.4, 37.0 및 19.4%의 효과를 

나타내었으며, 에탄올 80% 추출물에서 85.5%의 높

은 효과를 나타내어 양성대조군인 AA-2G (93.3%)와 

유사하게 라디칼 소거활성이 큼을 확인하였다. 이후 

항산화 활성이 가장 큰 80% 에탄올 추출물을 선정하

여 추후 실험에 사용하였다. 

2) 포제법을 적용한 흰점박이꽃무지와 포제법을 적용

하지 않은 추출물 모두 농도 의존적으로 SOD 유사 

활성이 유의적으로 증가하였고, 그중에서 3회 초법

적용 흰점박이꽃무지의 SOD 유사활성(62.9%)이 가

장 컸으며, 그 다음으로 증법적용 흰점박이꽃무지 

추출물이 500 µg/mL에서 55.9%로 나타났다.

3) 흰점박이꽃무지에 의한 macrophage 및 melanoma 세

포의 독성을 MTT assay에 의해 확인한 결과 500 

µg/mL 농도까지 80% 이상의 생존율을 나타내는 낮

은 세포 독성을 확인하였다.

4) 포제법을 적용하지 않은 군과 포제법을 적용한 추

출물 모두 10 µg/mL의 저농도에서도 nitric oxide 합

성 저해능이 크게 나타났으며 농도 의존적으로 NO･
의 생성을 억제하였다. 증법 적용 흰점박이꽃무지 

추출물이 가장 높은 NO･ 생성 저해효과를 보였고, 

1회 초법, 포제법을 적용하지 않은 추출물, 2회 초

법, 3회 초법, 증법 순서로 NO･ 생성을 저해하였다.

5) LPS로 염증이 유도된 RAW 264.7 세포에 포제법을 

적용한 흰점박이꽃무지 추출물을 처리하였을 때 염

증 매개물질이 감소되는 것으로 나타났다. LPS를 

단독으로 처리한 양성대조군보다 포제법을 적용한 

추출물을 처리한 군에서 농도 의존적으로 PGE2의 

생성이 유의적으로 감소함을 관찰할 수 있었다.

6) 포제방법에 따른 흰점박이꽃무지 추출물에 대한 

melanoma 세포에서의 tyrosinase 저해 활성을 측정

한 결과, 포제적용 전 흰점박이꽃무지 추출물이 500 

µg/mL에서 tyrosinase 저해 활성이 가장 크게 나타

났다. 포제적용 전 흰점박이꽃무지 추출물은 모든 

농도에서 포제법을 적용한 경우보다도 tyrosinase 저

해 활성이 크게 나타났다. 

7) 포제방법에 따른 흰점박이꽃무지 추출물에 대한 

melanoma 세포에서의 멜라닌 생합성 저해효과를 

확인한 결과, 포제적용 전 흰점박이꽃무지 추출물

이 500 µg/mL에서 멜라닌 생합성 저해능이 가장 

높게 나왔고, 1회 초법, 증법, 3회 초법, 2회 초법 

적용 순서로 멜라닌 생성 억제 효과를 나타냈다.

결론적으로, 본 연구에서는 흰점박이꽃무지 추출물

에 있어서 항염활성이 가장 큰 경우의 포제 조건은 증

법 적용이었으며, 미백 활성은 포제법을 적용 안했을 

때 비교적 크게 나타났다. 전반적으로 흰점박이꽃무지

를 대상으로 항산화, 항염 및 미백 활성이 큰 포제 조

건을 찾고 표준화시키면 포제전보다도 보다 우수한 효

능을 갖는 추출물을 만들 수 있을 것으로 판단되었다. 

이는 곤충 추출물도 화장품의 기능성 소재로 응용 가

능성이 있음을 시사하였다.
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