
大田大學校 韓醫學硏究所 論文集                                                              145

第25卷 第1號  2016年 8月 20日

Ⅰ. 서  론

피부는 외부의 자극으로부터 신체를 보호하고, 

수분손실 방지, 체온유지, 감염방지 등의 다양한 

보호막 역할을 수행하며,1,2 상처는 조직이 가지

는 해부학적인 연속성이 상실된 상태를 의미한

다. 여기서 조직은 주로 피부를 의미하고 피부는 

우리 몸에서 가장 큰 장기이며 면역학적으로 일

차적인 방어의 역할을 담당한다.3 피부조직이 손

상되면 염증반응기(inflammation phase), 증식기

/유아조직형성기(proliferative/granulation 
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phase), 성숙/재구성기(maturation/remodeling 

phase)를 거쳐 복구된다.4 그러므로 손상된 피부 

조직이 복구되도록 신속한 치료가 필요하며 적절

한 상처치료제를 이용한 상처치료가 필수적이다.

활성산소(free radicals)는 피부세포 손상을 주

도하며, 항산화 방어체계를 파괴함으로써 산화제

와 항산화제 사이의 균형을 산화상태 쪽으로 기

울게 한다. 이러한 생체내의 산화상태는 피부의 

손상뿐만 아니라 외형적으로 나타나는 피부의 노

화에도 큰 영향을 주기 때문에 피부노화에 관한 

연구에서 활성산소에 대한 연구가 주목을 받고 

있다.5 

피부과적 관점에서 피부조직의 항산화 방어능

이 낮으면 상처가 늦게 아물고, 그와 반대로 인체 
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항산화능이 높은 환자는 상처가 빨리 낳는다고 

알려져 있으며, 아토피 피부질환 환자에서는 항

산화 방어능이 건강인에 비해 낮다고 연구되어 

있다.6 이처럼 피부과 영역에서의 활성산소를 억

제하는 항산화 효과에 대한 연구는 상처의 회복 

및 피부질환의 치료에 매우 가치가 있는 연구방

향으로 주목받아 왔다.

신생혈관의 생성은 이미 존재하는 혈관으로부

터 미세혈관이 생성되는 것을 의미하며 체내에서 

생성되는 화합물의 통제를 받아 새로운 혈관이 

만들어지며, 예를 들어 부상으로 조직 손상이 있

었을 경우 자극에 의해 손상된 혈관의 보수작업

이나 새로운 혈관생성이 일어나게 된다.7 혈관 형

성은 단순한 혈관내피세포의 성장 뿐 아니라 내

피세포의 기저막(basement membrane) 침투, 

이동(migration)과 분화 그리고 모세혈관 형성 

등 다양하고 복잡한 일련의 과정이 필요하다.8 혈

관형성과정을 조절하는 많은 촉진 인자와 억제 

인자들이 보고되어있으며, 신생혈관 형성을 위해

서는 조직 분해효소의 활성화도 필요하다.9

피부 손상의 치료를 위해서 사용되고 있는 천

연물소재로는 병풀(Centella asiatica)의 주요 성

분인 asiaticoside가 함유된 마데카솔 피부 연고

제 그리고 부작용을 줄이면서 창상치유를 촉진시

키는 프로폴리스 등의 천연소재 물질이 함유된 

젤, 연고제제가 사용되고 있다.10

감초(Glycyrrhiza uralensis)은 콩과에 속하는 

여러해살이풀로 중국 북동부와 시베리아, 몽골, 

중국 북부 등에 분포한다. 선행 연구에 의하면 감

초는 항산화 작용, 해독 작용, 항염증 작용, 항암 

작용, 항당뇨, 혈당과 복부지방 감소 등 질병 예

방과 치료에 효과가 있다고 보고하고 있다.11-13 

본 연구에서는 피부과적 관점에서 감초 추출물의 

항산화 작용을 활용한 피부노화 및 상처 치료제

의 가능성을 검토하였다.

 

II. 재료 및 방법

1. 재료

1) 세포

실험에 사용된 혈관 내피세포(human 

umbilical vein endothelial cells, HUVEC)는 한

국 세포주 은행(Seoul National University, 

Seoul, Korea)에서 구입하였다.

2) 약재

본 실험에서 사용한 감초는 ㈜옴니허브

(Kyungbuk, Korea)로 부터 구입하였다. 감초 

100g에 10배의 증류수를 가하여 2시간씩 2회 

반복하여 환류냉각 추출한 후 감압여과

(Whatman No. 2)하고, -60°C 이하에서 동결건

조 하였다 (Ilshin, Korea). 동결 건조 후, 시료는 

–20°C에 보관 후 실험 시 용매에 녹여 사용하였

다.

3) 시약

Dihydrorhodamine 123(DHR 123)과 

peroxynitrite는 생리활성 실험을 위하여 각각 

Molecular Probes (Eugene, OR, USA)와 

Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA)

로부터 구입하여 사용하였다. 

3 - ( 4 , 5 - d i m e t h y l t h i a z o l - 2 - y l ) - 2 , 

5-kiphenyl-tetrazilium bromide (MTT), 

tris-HCl, KCl, MgCl2, Dubecco's modified 

Eagle's medium (DMEM) 배양액, dimethyl 
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sulfoxide (DMSO), Dulbecco's phosphate 

buffered saline (D-PBS), streptomycin, 우태

아혈청 (fetal bovine serum, FBS)는 Sigma사 

(St, Louis, MO. USA) 제품을 사용하였다. 기타 

일반 시약은 특급 시약을 사용하였다.

4) 기기

본 실험에서는 한일분쇄기 (FM-700SS, 

Yeongdeungpo, Korea), 환류추출기 (heating 

mantle, MS-DM 609/20 L, PK Lab, Korea), 

열탕추출기 (DWT-1800T, 대웅, Kangnam, 

Korea), 동결건조기 (PF-10/ALPHA 1-2LD, 

Germany), CO2 배양기 (Thermo scientific 

Co., USA), ELISA microplate reader 

(Molecular Devices, Sunnyvale CA, USA) 등

을 사용하였다.

2. 방법

1) 시료추출

실험에 사용된 시료 추출을 위한 용매는 에탄

올을 사용하였다.  에탄올 추출은 감초 건조 분말 

시료 20 g에 에탄올 200 mL를 첨가하여 상온에

서 120 rpm의 진탕기로 24시간씩 3회 추출한 

후 여과지(No. 41, Whatman, Maidstone, 

England)로 잔재물을 제거한 후 rotary vacuum 

evaporator(EYELA, Tokyo, Japan)로 농축하고 

동결건조 하였다. 

3. In vitro

1) 세포 배양

혈관 내피세포(human umbilical vein 

endothelial cells, HUVEC)는 EGM-2를 사용하

여 37°C, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 

2) 항산화 효능 측정

(1) DPPH radical 소거능 측정

Free radical 소거 활성 시험은 안정한 자유라

디칼인 DPPH를 사용하는 방법이다. 각 추출물은 

최종 농도가 10, 15, 20, 30 ㎍/ml의 농도로 될 

수 있게 희석시켰으며, 에탄올에 용해시킨 0.2 

mM의 DPPH 용액 150 ㎕와 감초 추출물을 각

각 100 ㎕씩 혼합하여 37℃에서 30분간 반응시

켰다. 반응 후 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

시료액의 대조군은 증류수를 넣었으며, DPPH 용

액의 대조군으로써는 에탄올을 넣어 보정값을 얻

었다. 양성대조군으로 항산화 효능이 잘 알려진 

녹차추출물을 사용하였다.14 DPPH 자유라디칼 

소거율은 아래의 식에 따라 계산하였다.

% inhibition = 

{(Abscontrol-Abssample)}/(Abscontrol)×100

(2) 총 phenol 함량 측정

감초 추출물의 phenol 함량은 문헌의 방법을 

응용하여 측정하였다.15 추출 시료용액 1 ml에 

50% Folin-Ciocalteu's phenol reagent 0.5 ml

를 가하여 실온에서 3분간 반응시켰다. 반응용액

에 Na2CO3 포화용액 1 mL와 7.5 ml 증류수를 

차례로 혼합하여 30분간 정치시킨 뒤, 12,000 

rpm에서 10분간 원심분리한 후 상청액을 취해 

760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 phenol 함

량은 gallic acid를 표준물질로 이용하여 작성한 

검량선에 따라 함량을 구하였으며 측정단위로는 

gallic acid equivalent (GAE)/g을 사용하였다.
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(3) Peroxynitrite (ONOO) 소거 활성

ONOO 소거활성을 측정하기 위하여 Kooy의 

방법에 준하여 수행하였다.16 이 방법은 

peroxynitrite 존재 하에 비형광성의 DHR123으

로부터 생성되는 강한 형광성의 rhodamine 123

을 monitoring하는 방법이다. Rhodamine buffer 

(pH 7.4) 용액은 50 mM sodium phosphate 

dibasic, 50 mM sodium phosphate 

monobasic, 90 mM sodium chloride, 5 mM 

potassium chloride, and 100 μM DTPA 용액

이다. 마지막 DHR 123 농도는 5 μM이었다. 이 

완충액은 사용 직전에 조제하여 빙상에 보관하면

서 사용하였다. 감초 추출물은 10% DMSO에 녹

여 검액으로 하였다. 0.2N sodium hydroxide에 

용해된 peroxynitrite (10 μM)을 첨가한 후 5분 

지나서 마지막 형광 강도를 측정하였다. 바탕 값

(background)를 측정하기 위하여 같은 방법으로 

peroxynitrite 용액의 첨가 없이 마지막 형광 강

도를 측정하였다. 산화된 DHR 123의 형광강도

는 microplate fluorescence reader FL 500 

(Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, 

USA)를 이용하여 각각 480 nm와 530 nm의 

excitation과 emission에서 측정하였다. 

Peroxynitrite 소거활성은 DHR 123 산화의 검

출을 통하여 마지막 형광 값에서 배경 형광 값을 

빼서 산출하였다. 

(4) Hydroxyl radical (·OH) 소거 활성

Electron spin resonance (ESR)을 이용한 

hydroxyl 라디칼 소거능 측정 농도별 시료 0.2 

mL에 0.3 M의 

DMPO(5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide) 

0.2 mL, 10 mM의 FeSO4 0.2 mL 및 10 mM의 

H2O2 0.2 mL를 차례로 첨가한 후, 10초간 강하

게 교반한 다음, 반응 혼합물을 capillary tube로 

옮겨 ESR spectrometer에서 hydroxyl 라디칼 

발생량을 측정하였다.17 이때 측정 조건은 

central field: 3475 G, modulation 

frequency:100 kHz, modulation amplitude: 2 

G, microwave power: 1 mW, gain: 6.3×105, 

온도: 298 K였다.

3) 세포독성 시험

시료의 세포 독성을 확인하고자 MTT assay를 

실시하였다. 96-well plate에 배양된 HUVEC과 

세포에 시료를 농도별(6.25, 12.5 25, 50, 100, 

200 ㎍/ml)로 처리하고 24시간 배양한 후 MTT 

용액을 10 μL 씩 각 well에 첨가한 후, 추가로 1

시간 동안 반응시켰다. Microplate reader를 사

용하여 450 nm에서의 흡광도를 측정하고 대조

군과의 비교를 통해 상대적인 세포생존율 (% of 

control)을 계산하였다.

4) Tube formation

96-well plated의 각 well에 60 μL의 10 

mg/mL matrigel을 넣어 굳힌 후, 50 μL의 배지

에 감초를 농도별로 첨가하고 배양한 HUVEC을 

trypsin-EDTA로 분리하여 배지로 세척한 후 같

은 배지로 3 x 105 cell/mL이 되도록 현탁한 후, 

각 well에 50 μL씩 넣고 24시간 동안 배양하였

다. 배양 후 현미경으로 사진을 찍어 혈관이 생성

된 길이를 ImageJ를 사용하여 측정하였다. 

5) 통계처리
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모든 측정 결과는 평균 (mean)과 표준편차 

(standard deviation; SD)로 나타내었다. 각 실

험군 간의 차이는 Micro Office Excel의 

student's t-test를 사용하여 통계학적 분석을 수

행하였으며, p값이 0.05 이하인 경우를 통계적으

로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

III. 실험결과

1. 항산화 효능에 미치는 영향

(1) DPPH radical 소거능에 미치는 영향

감초 추출물의 DPPH 소거율을 측정한 결과, 30 

㎍/ml의 고농도에서도 아무런 소거활성을 보이지 

않았다. 그러나 양성대조군인 녹차추출물에서는 

IC50 값은 21.6 μg/ml으로 나타나 농도 의존적으

로 라디컬 소거능이 증가함을 보였다(Fig. 1). 

(2) 총 phenol 함량

감초 추출물에 존재하는 총 phenol 함량을 

gallic acid를 표준물질로 하여 측정한 결과, 

Table 1과 같이 phenol 함량이 75.2±0.1 ㎎/g

으로 나타났다.

Table 1. 감초추출물의 총 phenol함량 분석 결과

GAE (mg gallic acid/g 

sample extract)

Glycyrrhiza 

uralensis
75.2 ± 0.1 

Green tea  225.5 ± 0.1　

(3) Peroxynitrite 소거활성의 결과는 Figure 

2에 나타내었다. 감초 추출물은 그 IC50 값이 

6.7±0.3 μg/ml의 값을 보여 그 활성이 비교적 

강함을 보여주었다. 한편 대조약물로 사용된 녹

차 추출물의 그 IC50 값은 1.6±0.5 μg/ml으로 

나타났다.

Fig. 1. 감초추출물의 DPPH 라디컬 소거능 실험 결과
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Fig. 2. 감초추출물의 ONOO 소거능 실험 결과

(4) ·OH 라디칼의 측정 결과는 Figure 3과 같

이 감초 추출물은 IC50 값은 0.5% 이상으로 녹

차 추출물(0.44±0.02 %)보다는 약한 ·OH 라디

칼 소거 활성을 나타내었다.

Fig. 3. 감초추출물의 ·OH 소거능 실험 결과

2. 감초추출물에 대한 세포독성효과

감초추출물의 세포독성을 알아보기 위하여 

MTT assay를 실시하였다 (Fig. 4). HUVEC에 

감초 추출물을 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 ㎍

/ml 농도로 처리하여 24시간 후 세포생존율을 측

정한 결과, 모든 농도에서 대조군과 비교하였을 

때 독성이 없는 것으로 나타났다.

Fig. 4. HUVEC에서 감초추출물의 세포독성 효과

3. 감초추출물의 혈관 신생 효과

감초추출물의 혈관 신생 효과를 알아보기 위해 

tube formation을 실시하였다 (Fig. 5). 독성이 

없는 농도인 6.25과 12.5 ㎍/ml를 처리하여 24

시간 후 혈관 신생 효과를 확인한 결과 증가하는 

경향을 보였다.

Fig. 5. 감초추출물의 혈관 신생 효과
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IV. 고  찰

산화적 손상에 대한 조직 복구와 상처 치유를 

목적으로 많은 치료제가 개발되고 있으며, 기존 

의약품의 부작용을 줄이면서 상처치유를 촉진시

키는 천연물 치료제의 개발이 활발히 진행 중이

다.18

활성산소는 활성형의 산소로서 반응성이 매우 

높은 물질이며 상처를 포함한 발열, 통증, 부기 

등의 염증반응의 주범으로 작용하며, 따라서 염

증 반응을 경감시키고 치료효과를 증가시키기 위

해서는 활성산소를 효과적으로 제거하는 것이 바

람직하다.5,16

활성산소가 피부를 비롯한 인체 조직을 공격하

는 방법으로는 생성된 free radical이 또 다른 새

로운 free radical을 만드는 식의 연쇄반응을 통

해 파괴력이 큰 동시다발성의 공격방식으로 세포

기능이나 세포구조를 완전히 파괴시키는 경우가 

대부분이다. 따라서 과잉 형성되는 경우 이를 효

과적으로 제거하는 것이 2차적인 손상을 막는 방

법이 된다.5

본 연구에서는 감초의 상처치료 효능을 실험적

으로 평가하기 위해, 우선 항산화 효능을 측정하

였다. 양성대조군으로 항산화 효능과 혈관신생 

작용을 통한 상처치료 개선 효능이 잘 알려진 녹

차추출물을 사용하였다.14 그 결과, 감초 추출물

의 항산화 기전은 전자공여능이나 페놀성 물질에 

의한 직접적인 산화스트레스의 억제보다는 

superoxide와 nitric oxide의 연쇄반응으로 생성

되는 ONOO와 같은 활성 질소종(reactive 

nitrogen species, RNS)이나 산소의 동위원소로 

강력한 산화력을 가진 ·OH와 같은 산화스트레스

에 대하여 저해 효과를 나타내었다. 

피부과 영역에서 살펴볼 때 피부표면에 상처가 

나면 세포의 막이 공기에 노출되고 자극으로 인

하여 산소가 활성산소로 변화하고, 불포화지방산

과 결합해서 과산화지질이 만들어지면 조직이나 

세포에 해롭게 작용하면서 상처 자리와 손상부분

을 폐색시켜 치유를 방해함으로 상처가 빨리 낫

지 못하고 지속적으로 오래가게 된다.4,12 난치성 

질환인 아토피에 있어서도 활성산소가 아토피성 

피부염 환자의 피부 또는 체내의 불포화지방산과 

결합하여 과산화지질을 형성하면 보습을 맡고 있

는 피부 최상층부의 각층을 이루는 피부의 보습 

기능을 빼앗아 보습 기능이 저하되어 피부염을 

더욱 악화시키게 된다. 또한 상처의 회복이 지연

되거나 중증 아토피 환자에 있어 항산화 방어능

에서 중요한 역할을 하는 superoxide 

dismutase(SOD)의 유도능이 건강인에 비해 매

우 낮다고 보고되어 있다.6

상처치유는 손상에 대한 조직의 반응으로 주화

성, 세포분화 및 증식, 기질 단백질의 합성, 혈관

신생, 그리고 상처의 복원 등을 거치는 복잡한 생

물학적 과정을 통해 조직을 재생하는 일련의 과

정을 거친다.19 상처 치유의 과정은 크게 

inflammation, granulation proliferation, 

remodeling의 3단계를 거치면서 일어난다. 각각

의 단계에서 여러 복잡한 인자들이 영향을 미치

며, 각 단계는 다음의 단계를 준비하는 과정으로

써 어떠한 인자에 의해 상처 치유 과정이 억제된

다면 다음 단계 역시 방해를 받게 된다.20,21 따라

서 우리는 상처치유 과정에서 중요한 역할을 하

는 혈관신생 과정에서 감초 추출물의 효과를 알

아보았다. 그 결과, 감초 추출물은 혈관내피세포

에서의 혈관신생을 촉진시키는 것으로 나타났다.
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이상의 결과와 같이 감초추출물은 다양한 산화

스트레스 중에서도 free radical 연쇄반응에 의

해 생성되는 ONOO와 ·OH에 대하여 저해작용을 

하며 혈관신생을 촉진하여 상처치료에 유익한 효

과를 발휘 할 것으로 기대된다. 이처럼 피부과 영

역에서 활성산소를 억제하는 항산화 약재에 대한 

연구는 상처의 회복 및 피부노화 억제에 매우 가

치가 있는 연구의 한 방향이 될 수 있을 것으로 

생각된다.

V. 결  론

감초추출물의 상처치료 효과를 관찰하기 위하

여 DPPH radical 소거능, 총페놀 함량, ONOO, 

·OH 생성 저해능을 측정하는 실험을 하여 다음

과 같은 결론을 얻었다.

1. 감초 추출물의 총페놀 함량을 측정하는 실

험을 한 결과, 75.2±0.1 ㎎/g으로 나타났다.

2. 감초 추출물이 ONOO 생성을 저해하는 효

능을 측정하는 실험을 한 결과, 유의성 있는 생성 

저해 효능이 나타났다.

3. 감초 추출물이 ·OH 생성을 저해하는 효능을 

측정하는 실험을 한 결과, 다소 저해하는 것으로 

나타났다.

4. 감초 추출물이 혈관내피세포에서의 혈관신

생 효과를 확인한 결과, 촉진시키는 것으로 나타

났다.

이상의 결과와 같이 감초추출물은 활성 질소종

인 ONOO와 ·OH에 대하여 저해작용을 하며 혈

관신생을 촉진하여 상처치료에 유익한 효과를 발

휘 할 것으로 기대된다. 
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