
38

한방안이비인후피부과학회지 제30권 제2호(2017년 5월)
J Korean Med Ophthalmol Otolaryngol Dermatol 2017;30(2):38-50
pISSN 1738-6640 eISSN 2234-4020

 
http://www.ood.or.kr

http://dx.doi.org/10.6114/jkood.2017.30.2.038

          Original Article / 원저  
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Abstract

  Objectives : This study was designed to investigate effects of Lonicera Flos Extracts(LFE) on whitening using 

B16F10 cell lines. 

  Methods : In this experiment, we observed effects of LFE on cell viability, inhibitory effects of melanin synthesis, 

inhibitory effect on tyrosinase, tyrosinase activity, superoxide dismutase(SOD)-like activity and mRNA expression.

  Results : In results, more than 2000㎍/㎖ of LFE treated group showed lowered cell viability rates significantly 

compared to albutin treated group. More than 2000㎍/㎖ of LFE treated groups were lower levels of melanin 

synthesis. Inhibitory effects of melanin production showed in 1000㎍/㎖ of LFE treated group. 1,000㎍/㎖ of LFE 

treated group significantly suppressed tyrosinase activities in vitro. LFE and albutin treated group significantly 

decreased tyrosinase activity compared to non treated group. SOD-like activity of LFE treated group was lower 

than vitamin C treated group but increased depending on concentration. 500㎍/㎖ of LFE treated group and 1,000

㎍/㎖ of LFE treated group was significantly increased. Tyrosinase mRNA expression of α-MSH and LFE 250㎍/㎖ 

treated group significantly decreased compared to α-MSH treated group.

  Conclusions : These results suggest that LFE can inhibit melanin synthesis through inhibitory action on tyrosinase 

activity. And LFE suppressed tyrosinase activities B16F10 cells significantly. So I suggest LFE can apply to 

whitening.

Key words : Whitening; Lonicerae Flos Extracts; LFE; B16F10 cells

ⓒ 2017 the Society of Korean Medicine Ophthalmology & Otolaryngology & Dermatology
This is an Open Access journal distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License 
(http://creativecommons.org/license/by-nc/3.0/) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any 
medium, provided the original work is properly cited. 



우배언 외 5인 : 金銀花 열수 추출물이 피부 美白에 미치는 영향

39

Ⅰ. 서  론

  멜라닌은 표피 기저층에 존재하는 멜라닌 세포의 

멜라닌소체에서 합성되어 수상돌기를 통하여 표피의 

각질화 세포로 이동되어 피부의 색을 나타낸다. 멜라

닌은 자외선이나 외부자극 물질 등으로부터 피부를 

보호하는 긍정적인 기능도 있지만, 과도한 색소 침착

은 기미와 주근깨를 형성하고 피부노화를 촉진하는 

등 부정적인 기능을 가지고 있다1). 

  최근 길어진 평균 수명과 함께 생활수준이 높아짐

에 따라 피부 노화 및 피부 미백에 대한 관심이 증가

하고 있는 추세이며, 그에 따라 관련 연구 또한 활발

히 진행되고 있다2-5). 

  금은화(金銀花, Lonicerae Japonica Flos)는 인동과

에 속한 다년생 반상록목질등본인 인동덩굴(Lonicere 

Japonica THUNB.)의 꽃봉오리를 건조한 약재로, 그 

性味는 甘寒 無毒하고 肺, 胃, 心으로 歸經하며 淸熱

解毒, 凉散風熱의 효능이 있으며, 熱毒瘡癰을 치료하

는 대표적인 약물로 외이도염, 피부염, 중이염, 바이

러스성 결막염, 화농증6-7)등 주로 염증성 질환에 많이 

사용되고 있다8-9), 항균, 항바이러스 효과10), 간 보호 

효과11), 항암효과12), 면역증진효과13) 항산화 효과14) 

등 금은화에 대한 연구가 폭넓게 이루어지고 있다.

 금은화 추출물의 UVB 와 H2O2 로 유도된 사람 각

질형성 세포 손상에 대한 보호 효과를 관찰한 결과, 

항산화 작용이 있는 9가지 물질 중에서 금은화가 가

장 우수한 DPPH radical 소거능을 보인 것으로 보고

되고 있다15).

  이에 저자는 우수한 항산화 효과가 있는 금은화 열

수 추출물이 피부 미백에 미치는 효과와 그 기전을 

알아보고자 인간유래 악성 흑색종 세포주인 B16F10 

cell을 이용하여 세포 생존율, 멜라닌 생합성율, 

tyrosinase 활성율 및 mRNA 유전자 발현 그리고 항

산화성 효소인 superoxide dismutase 유사활성도를 

관찰한 결과 유의성을 얻었기에 이를 보고하는 바이

다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

  본 연구에 사용한 금은화16) (Lonicerae Japonica 

Flos)는 인동과에 속한 다년생 반상록목질등본인 인동

(Lonicere japonica THUNB.)의 花蕾를 건조한 것으

로 동신대학교 광주 한방병원에서 구입하여 사용하였다.  

2) 세포주 배양

  인간 유래 악성 흑색종(melanoma) 세포주인 

B16F10 cell lines은 한국세포주은행(KCLB, Korea)

에서 구입하였으며, B16F10 세포주의 생육 배지는 

DMEM(Gibco, 11995-065, USA)을 이용하였다. 

10% fetal bovine serum(Gibco LOT. NO. 1006842, 

FBS, USA)과  Antibiotic-Antimycotic(penicillin G 

sodium 10,000 uints/㎖ streptomycin sulfate 

10,000㎍/㎕, amphotericin B 25㎍/㎖, Gibco, 

Grand Isand. NY)을 배지에 첨가하였다. 실험하는 

기간 동안의 세포주는 5% CO2 인큐베이터(vision, 

Korea)에서 계대배양 하였다.

3) 시약 및 기기

  본 연구는 EZ-Cytox Assay kit(DOGen Bio, 

Korea), PBS(바이오세상, Korea), NaOH(Sigma, 

USA), α-melanocyte stimulating hormone(Sigma, 

USA), L-DOPA(Sigma, USA), mushroom 

tyrosinase(Sigma, USA), arbutin(Sigma, USA), 

pyrogallol(Sigma, USA), vitamin C(Sigma, USA), 
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Hcl(Sigma, USA), TRIzol reagent(Gibco-BRL, 

USA), chloroform(Sigma, USA), isopropanol 

(Sigma, USA), DEPC-treated water(Biosolution, 

Korea) 등의 특급 시약을 사용하였다. 감압농축기

(EYELA, USA), 동결건조기(ILSHIN, Korea), 

Syringe filter(Sartorius, USA), Microplate Reader 

(Bio-rad, USA), vortex(JEIO tech, Korea), 원심분

리기(Vision, Korea), Biophotometer(Eppendorf, 

Germany), PCR(Eppendorf, Germany) 등의 기기를 

이용하여 실험을 진행하였다.

2. 방법

1) 시료 추출

  금은화 100g을 증류수 1,500㎖과 함께 2시간 동안 

100℃의 열수로 전탕한 후 15분 동안 3,000rpm에서 

원심분리해서 찌꺼기를 제거하고 상층액을 얻었다. 

그리고 감압농축기(EYELA, USA)를 이용하여 농축액

을 만들어 동결건조기(ILSHIN, Korea)를 이용해서 

동결건조 분말(Lonicerae Flos Extracts, LFE) 13.6g

을 얻었다. 연구에 사용하기 위한 LFE는 인산완충액

(Phosphate Buffered Saline, PBS)으로 다시 녹여서 

0.20㎛의 Syringe filter(Sartorius, USA)로 걸러 멸균

을 대신하였다.

2) 세포 생존율 측정

  EZ-Cytox Assay kit(Dogenbio, Korea)를 사용하

여 LFE가 B16F10 세포의 생존율에 미치는 효과를 측

정하였다. 96 well plate에 B16F10 세포를 배양하여 

각각 well당 5×104 cells/well의 농도로 분주하였고, 

37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 24시간 동안 배양하였

다. 다음으로  LFE를 각 농도별(0, 125, 250, 500, 

1,000, 2,000㎍/㎖)로 처리하여 24시간 동안 배양한 

후 EZ-Cytox용액 10㎕를 각각의 well에 처리하였다. 

그 후 2시간 동안 세포배양한 후, Microplate 

Reader(Bio-rad, USA)를 사용하여 450㎚에서 측정, 

흡광도를 분석하였다.

3) 멜라닌 생합성율 측정

  Hosei 등의 방법17)을 참고하여 LFE가 멜라닌 생성

에 미치는 영향을 측정하였다. 24 well plate에 

B16F10 세포주를 배양하여 모든 well 당 3×104 

cells/well의 농도로 분주하였고, 부착 및 안정화를 위

해 24시간 동안 배양했다. 배양이 끝난 다음 LFE를 

각각 농도별(0, 250, 500, 1,000㎍/㎖)로 처리하여 3

7℃, 5% CO2 인큐베이터에서 48시간 동안 배양했다. 

배양한 후 각 well를 PBS(바이오세상, Korea) 세척하

고 1N NaOH(Sigma, USA) 용액 400㎕을 첨가했고 

1시간 동안 60℃에서 용해한 다음 Microplate 

Reader를 사용하여 405㎚에서 측정하였다.

  α-MSH(α-melanocyte stimulating hormone 

Sigma, USA)으로 유도된 멜라닌 생합성에 대한 LFE

의 효과를 알기 위해서는 LFE 250㎍/㎖를 처리한 후 

37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 1시간 동안 배양하였

다. 이후 α-MSH 100 nM를 처리한 후 37℃, 5% 

CO2 인큐베이터에서 48시간 동안 배양하였다. 그 이

후 각각의 well를 PBS로 세척하고 1N NaOH 용액 

400㎕을 첨가했고 1시간 동안 60℃에서 용해한 다음 

Microplate Reader를 사용하여 405㎚에서 측정하였

다.

4) 시험관 내 tyrosinase 활성율 측정

  Yagi 등의 방법18)을 이용해 LFE가 tyrosinase 활성

에 미치는 효과를 측정하였다. 10mM L-DOPA 

(Sigma, USA)용액 0.2㎖ 그리고 0.175M sodium 

phosphate buffer(pH 6.5) 0.5㎖를 가하였다. 그 후 

FRD를 buffer에 녹이고 최종농도(0, 125, 250, 500, 

1,000㎍/㎖)가 되도록 0.1㎖를 가한 후 mushroom 

tyrosinase(110 unit/㎖, Sigma, USA) 0.2㎖를 첨가

하여 37℃ 에서 2분간 반응한 후 475㎚에서 흡광도를 

측정하였다. 저해율의 계산은 다음과 같이 하였다.
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   Tyrosinase inhibition(%) = 〔1-{(B-C)/(A-D)}]×100

 · A : 효소만 첨가된 반응 용액

 · B : 효소와 시료가 모두 첨가된 반응 용액

 · C : 시료만 첨가된 반응 용액

 · D : 효소와 시료가 모두 첨가되지 않은 반응 용액

5) 세포 내 tyrosinase 활성율 측정

  Martinez-Esparza 등의 방법19)을 이용해 LFE가 세

포 내 tyrosinase 활성에 미치는 효과를 측정하였다. 

B16F10 세포를 세포배양접시에 각각 1.5×106 

cells/dish의 농도로 분주한 후, 24시간 동안 

incubation해서 부착 및 안정화를 시킨 다음 LFE 

250㎍/㎖로 처리한 후 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 

추가로 24시간을 배양하였다. 그 후, 세포를 1% 

Triton X-100(Sigma, USA)을 함유한 10mM PBS 

100㎕에 현탁시키고 vortex(JEIO tech, Korea)를 이

용해 vortexing한 후 원심분리기(Vision, Korea)를 이

용하여 1,000rpm에서 5분 간 원심분리한 상층액을 

활성 측정 효소액으로 사용하였다. 96 well plate에 

기질인 L-DOPA(2㎎/㎖) 100㎕를 넣고, 효소액 40㎕

를 첨가하였다. 그 후 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 

1시간 동안 반응하게 한 후 Microplate Reader를 사

용하여 405㎚에서 tyrosinase의 활성을 측정하였다. 

대조군의 흡광도에 대한 백분율로 tyrosinase의 활성 

저해율을 계산하였다.

  α-MSH에 의하여 유도된 세포내 tyrosinase 활성

에 미치는 효과를 알기 위해 LFE 250㎍/㎖와 

arbutin(Sigma, USA) 250㎍/㎖를 처리하였다. 1시간

이 경과한 후 α-MSH 100nM를 처리했고, 37℃, 5% 

CO2 인큐베이터에서 24시간 동안 배양하였다. 그 후, 

세포를 1% Triton X-100을 함유한 10mM PBS 100

㎕에 현탁시키고 vortex를 이용해 세포를 vortexing

한 후 원심분리기를 이용하여 1,000rpm에서 5분 간 

원심분리한 상층액을 활성 측정 효소액으로 사용하였

다. 이후 실험과 저해율 계산은 tyrosinase의 활성 저

해율과 동일한 방법으로 실시하였다.

6) Superoxide dismutase (SOD)유사활성도 측정

  LFE의 SOD 유사활성도는 Marklund 등의 방법20)

을 이용해 활성 산소종을 과산화수소(H2O2)로 전환시

키는 반응의 촉매 역할을 하는 pyrogallol(Sigma, 

USA)의 생성량을 측정하여 SOD 유사활성을 나타내

었다. 양성대조군은 vitamin C 250㎍/㎖(Sigma, 

USA)을 처리하였을 때의 SOD 유사활성으로 하고, 

LFE 처리 후 나타나는 유사활성을 알아보기 위해 

LFE 각 농도(0, 125, 250, 500, 1,000㎍/㎖)를 buffer

에 녹인 다음 10㎕씩 96 well plate에 첨가하였다. 그 

후 7.2mM pyrogallol 10㎕ 와 Tris-HCl 

Buffer(50mM Tris aminomethane, 10mM EDTA, 

pH 8.0) 150㎕을 첨가하여, 실온에서 10분간 반응시

킨 후, 1N Hcl(Sigma, USA) 50㎕을 첨가해 반응을 

정지시킨 다음 ELISA Reader를 사용하여 420㎚에서 

흡광도를 측정하였다. LFE 첨가구와 무첨가구 사이의 

흡광도 차이에 대한 백분율(%)로 SOD 유사활성도를 

계산하였다. 

 SOD(%) = (1- A/B) × 100

 · A : 추출물 첨가구의 흡광도   

 · B : 추출물 무첨가구의 흡광도

7) Tyrosinase mRNA 발현 관찰

  ① 총 RNA 분리

100㎜ 세포배양접시에 세포 수가 1.5×106 개가 

되도록 넣고 세포배양접시에 붙을 수 있도록 성

장배지 (10% FBS가 포함된 DMEM)에서 24시

간 동안 배양하였다. 그 다음 250㎍/㎖의 

arbutin과 DRCE를 각각 처리한 다음 1시간 후

에 α-MSH 100nM를 각각 처리하여 24시간 

incubation하여 RNA를 추출하였다. RNA를 

분리하기 위해 실험배지를 제거하고 10mM 

PBS(pH 6.8)로 남아있는 배지를 씻어주었다. 
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TRIzol reagent(Gibco-BRL, USA)를 넣어 상

온에서 10분간 반응시켜 1.5㎖ tube에 모았다. 

-70℃에 10분 보관 후 실온에서 녹인 다음 

chloroform(Sigma, USA)를 넣고 잘 흔들어 준 

후, 4℃에서 5분간 13,200rpm의 속도로 원심분

리를 수행하여 상층액을 isopropanol(Sigma, 

USA)이 들어있는 1.5㎖ tube에 옮겨 15초간 
흔들어 섞어준 후 실온에서 5분 간  RNA를 침

전시키고 4℃에서 5분간 13,200rpm의 속도로 

원심분리를 수행하였다. 상층액을 제거하고, 

RNA pellet에 75% ethyl alcohol과 함께 

DEPC-treated water(Biosolution, Korea)를 넣

고 4℃에서 13,200rpm의 속도로 5분간 원심분

리를 실행하여 RNA pellet을 washing해 주었

다. 그 후 상층액을 제거하고 RNA pellet을 실

온에서 10분간 건조한 후 DEPC water에 RNA 

pelle을 녹였다. RNA 정량은 50배 희석하여 

Biophotometer(Eppendorf, Germany)를 이용

하여 260㎚에서 흡광 측정하여 total mRNA 양

을 정량하였다.

  ② cDNA

DNA 합성을 위해 5㎍/㎖ total RNA와  500

㎍/㎖의 Oligo에(Sigma, USA)을 RT 

Premix(Bioneer, Korea)에 넣고 DEPC water

로 총 volume이 50㎕가 되게 하였다. 70℃에서 

5분간, 4℃에서 5분간, 42℃에서 60분간, 94℃

에서 5분간, 4℃에서 5분간 반응시켰다.

  ③ RT-PCR

Reverse transcription 반응 과정에서 일차적으

로 생성된 cDNA를 주형으로 이용하였

다. cDNA 증폭을 위하여 10p㏖의 sense, 

anti-sense primer를 사용하였다.

Tyrosinase의 PCR(Eppendorf, Germany) 조건

은 95℃에서 5분간 preincubation하고, 94℃에

서 30초 동안 denaturation, 57℃에서 30초 동

안 annealing, 72℃에서 30초 동안의 

extention, 72℃에서 10분, 4℃에서 10분을 총 

40 cycles로 수행하였다. GAPDH의 PCR조건

은 95℃에서 5분간 preincubation하고, 94℃에

서 30초간 denaturation, 55℃에서 30초간 

annealing, 72℃에서 30초 동안의 

extention, 72℃에서 10분, 4℃에서 10분, 

35cycles 을 수행하였다. 그 다음 1.5% agarose 

gel을 사용해 전기영동한 후, Gel lmaging 

system (Davinch-K, Korea) 에서 PCR 

product를 확인하였다.

3. 통계처리

  수집한 데이터를 통계 처리할 때, SigmaPlot 

11.1(www.systat.com)를 활용하여 one-way 

ANOVA 기법을 사용하였으며, 통계적 유의성은 

Tukey 방법을 이용하여 사후검정을 시행하였다. 

p-value가 0.05 미만일 경우만 통계적으로 유의한 것

으로 인정하였다.

Ⅲ. 실험결과

1. 세포 생존율에 미치는 효과

  LFE가 B16F10 세포 생존율에 미치는 효과를 알아

보기 위해 세포주에 LFE를 농도별(0, 125, 250, 500, 

1,000, 2,000㎍/㎖)로 처리 후, 24시간 배양한 다음 생

존율을 측정하였다(Fig. 1). LFE를 처리하지 않았을 

때의 B16F10 세포주의 생존율을 100.00±1.90%라 

하였을 때 LFE 250㎍/㎖를 처리하였을 때는 

90.61±5.08%로 감소하기 시작하였고, 특히 2,000㎍/

㎖을 처리하였을 때는 처리하지 않았을 때보다 

71.89±2.70%로 유의성(p<0.05) 있게 세포 생존율을 

억제하였다.
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Fig. 1. Effects of LFE on cell viability rate in B16F10 
cells.

LFE : Hot water extract made from Lonicera Flos, Results are 
presented as mean±SD (n=8).

* : Statistically significance compared with non-treated group
(0㎍/㎖) (* : p<0.05)

2. 멜라닌 생합성율에 미치는 효과

  LFE가 B16F10 세포주의 멜라닌 생합성율에 미치

는 저해효과를 알아보기 위하여 LFE를 농도별(0, 

250, 500, 1,000㎍/㎖)로 처리 후 24시간 배양한 다음 

멜라닌 생합성율을 측정한 결과 다음과 같았다(Fig. 

2). Arbutin과 LFE를 처리하지 않은 군의 멜라닌 생

합성율을 100.00±5.21%라 하였을 때, arbutin 250㎍

/㎖을 처리한 군의 멜라닌 생합성율은 104.19±8.44%

로 나타난 반면 LFE를 처리하였을 때는 처리농도별로 

멜라닌 생합성율이 감소하였고, LFE 1,000㎍/㎖을 처

리하였을 때의 멜라닌 생합성율은 83.23±8.09%로 

arbutin 처리시보다 유의성(p<0.05) 있게 억제하였다.

  또한, LFE가 α-MSH으로 유도된 멜라닌 생합성에 

대한 효과를 측정한 결과는 다음과 같았다(Fig. 3). 아

무런 처리를 하지 않은 처리군의 멜라닌 생합성율을 

100.00±3.19%라 하였을 때, α-MSH에 의해 유도된 

멜라닌 생합성율은 112.05±10.25%로 증가하였으나 

α-MSH와 arbutin 250㎍/㎖을 혼용처리한 양성대조

군과 α-MSH와 LFE 250㎍/㎖를 혼용처리군의 멜라

닌 생합성율은 각각 103.01±1.15%와 104.22±2.06%

로 α-MSH 단독 처리군보다 감소하였다.

Fig. 2. Inhibitory effects of LFE on melanin production 
in B16F10 cells.

LFE : Hot water extract made from Lonicera Japonica Flos, 
Results are presented as mean±SD (n=4).

* : Statistically significance compared with arbutin treated 

group (* :p<0.05)

Fig. 3. LFE Inhibits melanin production in α-MSH 
stimulated B16F10 cells.

LFE : Hot water extract made from Lonicerae Flos, α-MSH : 
Group that treated α-melanocyte stimulating hormone 
100nM, α-MSH + arbutin :  Group that treated α
-MSH 100 nM and arbutin 250㎍/㎖, α-MSH + LFE : 
Group that treated α-MSH 100 nM and LFE 250㎍/㎖, 
Results are presented as mean±SD (n=4).

3. 시험관 내 tyrosinase 활성율에 미치는 효과

  LFE가 tyrosinase 활성에 미치는 효과를 알아보기 

위하여 LFE를 농도별(0, 125, 250, 500, 1,000㎍/㎖)

로 처리 후 tyrosinase 활성율을 측정하였다(Fig. 4). 

LFE를 처리하지 않은 군의 tyrosinase 활성율을 

100.00±0.69%라 하였을 때 LFE의 처리농도가 증가

할수록 tyrosinase 활성은 감소하였다. LFE 250㎍/㎖

과 500㎍/㎖를 처리하였을 때의 tyrosinase 활성율은 
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Fig. 4. The effects of LFE on tyrosinase activity in vitro.
LFE : Hot water extract made from Lonicera Japonica Flos, 

Results are presented as mean±SD (n=4).
* : Statistically significance compared with non-treated

group(0㎍/㎖)(* : p<0.05, *** : p<0.001). 

86.02±0.81%와 87.29±3.76%로 LFE를 처리하지 않

았을 때보다 유의성(p<0.05) 있게 감소하였다. 특히 

LFE 1,000㎍/㎖ 를 처리하였을 때 tyrosinase의 활성

율은 LFE를 처리하였을 때보다 80.51±1.09%로 유의

성(p<0.001) 있게 감소하였다.

4. 세포 내 tyrosinase 활성율에 미치는 효과

  LFE가 세포 내 tyrosinase 활성에 미치는 효과를 

알아보기 위하여 B16F10 세포주에 LFE를 처리한 다

음 tyrosinase 활성율을 측정한 결과 다음과 같았다

(Fig. 5). Arbutin 250㎍/㎖과 LFE 250㎍/㎖을 처리

를 하지 않은 군의 tyrosinase 활성율을 100.00± 

1.65%라 하였을 때, arbutin과 LFE를 처리한 처리군

의 tyrosinase 활성율은 각각 91.83±0.60%와 

91.22±0.94%로 LFE를 처리하지 않은 군에 비해 유

의성(p<0.001) 있게 감소하였다.

  또한, LFE가 α-MSH에 의하여 유도된 tyrosinase 

활성에 미치는 효과를 알아보기 위하여 B16F10 세포

주에 α-MSH와 함께 LFE를 병용처리한 다음 

tyrosinase 활성율을 측정한 결과 다음과 같았다(Fig. 

6). 아무런 처리를 하지 않은 처리군의 tyrosinase 활

성율을 100.00±0.32%라 하였을 때, α-MSH 유도에 

의한 tyrosinase 활성율은 138.65±2.53%로 증가하였

Fig. 5. Inhibitory effects of LHE on tyrosinase activity in 
B16F10 cells.

Control : Non-treated group, Arbutin : Arbutin 250㎍/㎖ 
treated group, LFE : Group that treated hot water extract 
made from Lonicera Japonica Flos 250㎍/㎖, Results are 
presented as mean±SD (n=8).
* : Statistically significance compared with Control group(*** : 

p<0.001).

고, α-MSH와 arbutin 250㎍/㎖을 혼용처리한 양성

대조군의 tyrosinase의 활성율은 115.00±4.65%로 α

-MSH 단독처리 하였을 때보다 유의성 (p<0.05) 있게 

감소하였다. 또한 α-MSH와 LFE 250㎍/㎖를 혼용처

리 하였을 때의 tyrosinase의 활성율도 117.75± 

3.91%로 양성대조군의 활성율과 비슷하게 α-MSH 

Fig. 6. The effects of LFE and α-MSH on tyrosinase 
activity in B16F10 cells.

α-MSH : Group that treated α-melanocyte stimulating 
hormone 100nM, α-MSH + Arbutin :  Group that treated α
-MSH 100nM and arbutin 250㎍/㎖, α-MSH + LFE :  Group 
that treated α-MSH 100nM and LFE 250㎍/㎖, LFE : Hot 
water extract made from Lonicera Japonica Flos, Results are 
presented as mean±SD (n=8).
* : Statistically significance compared with α-MSH treated 

group(* : p<0.05).
# : Statistically significance compared with non-treated 

group(# ; p<0.05).
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단독처리 하였을 때보다 감소하였다.

5. Superoxide dismutase 유사활성에 미치는 효과

  LFE가 SOD 유사활성에 미치는 효과를 알아보기 

위해 LFE를 농도별(125, 250, 500, 1,000㎍/㎖)로 처

리하였다. 그렇게 한 후, SOD 유사활성도를 측정하

여 다음과 같은 결과를 얻었다(Fig. 7). LFE가 SOD 

유사활성에 미치는 효과의 관찰을 위해  vitamin C 

250㎍/㎖를 처리한 양성대조군의 SOD 유사활성도를 

100.00±1.96%라 했을 때, LFE를 농도별로 처리하였

Fig 7. Superoxide dismutase-like activity of LFE
depending on concentration.

Vit C : vitamin C 250㎍/㎖ treated group, LFE : Hot water 
extract made from Lonicera Japonica Flos, Results are 
presented as mean±SD (n=8).
* : Statistically significance compared with Vitamin C treated 

group (* ; p<0.05).
# : Statistically significance compared with LFE 125㎍/㎖ 

treated group (# ; p<0.05).

Normal Arbutin LFE Normal α-MSH α-MSH+Arbutin α-MSH+LFE

GAPDH

Tyrosinase

Fig. 8. Effects of LFE on tyrosinase mRNA expression in B16F10 cells.
LFE : Hot water extract made from Lonicera Japonica Flos, Cells were incubated with medium containing LFE 250㎍/㎖ for 24 

hrs. The tyrosinase mRNA levels in each sample was normalized to the quantity of GAPDH. The fold induction of 
tyrosinase mRNA in treated cells was calculated as ratio of the corresponding mean value of the control cells, Results are 
presented as mean±SD.

을 때의 SOD 유사활성도는 양성대조군보다는 낮았지

만 농도 의존적으로 SOD 유사활성도가 증가하였고, 

투여농도(500㎍/㎖, 1,000㎍/㎖)간 SOD 유사활성도도 

유의성 (p<0.05) 있게 증가하였다.

6. Tyrosinase mRNA 발현에 미치는 효과

  LFE가 유전자 발현에 미치는 효과를 알아보기 위

하여 tyrosinase mRNA 발현정도를 측정한 결과 다

음과 같았다(Fig. 8). 아무런 처리를 하지 않았을 때의 

tyrosinase mRNA 유전자 발현을 100%라 하였을 때 

LFE를 처리한 tyrosinase 유전자 발현은 arbutin을 

처리하였을 때(98.1%)보다 약간 감소하는 경향

(97.8%)을 보였다. 또한 α-MSH를 처리를 하지 않은 

군의 tyrosinase mRNA 유전자 발현을 100%라 하였

을 때 α-MSH로 유도한 처리군의 tyrosinase 유전자 

발현은 120.6%로 현저히 증가하였다. 하지만 α

-MSH와 arbutin 250㎍/㎖를 혼용 처리하였을 때는 

102.5%로 감소하였고, α-MSH와 LFE 250㎍/㎖를 

혼용 처리하였을 때의 tyrosinase 유전자 발현은 

107%로 α-MSH 단독처리 시보다 두드러지게 감소하

였다.
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Ⅳ. 고  찰

  최근 효과가 빠르고 좋은 미백용품에 대한 연구가 

각 분야에서 활발히 진행되고 있다. 피부색의 결정 인

자는 표피에 분포하는 멜라닌, 진피에 분포하는 헤모

글로빈 그리고 피하조직에 분포하는 카로틴 등이며
21,23,24), 그 중 피부 표피에 존재하는 멜라닌 세포의 

분포 면적과 양적 다소가 피부색의 중요 결정인자가 

된다21-24).

  멜라닌은 동식물 및 미생물에 널리 존재하는 

melanocyte라는 흑색세포 내에서 만들어지는 페놀류

의 고분자 물질로 피부와 머리카락의 색을 결정 할 

뿐만 아니라 자외선에 의한 세포손상을 막아주고, 독

성 약물의 흡수 등과 같은 중요한 작용을 수행한다1).

  최근 미백효과에 대한 연구는 피부 미백, 항산화작

용, 안티에이징 등을 포함하는 포괄적 개념으로 진행

되고 있다. 현재 시행되고 있는 미백에 대한 연구는 

멜라닌 세포에 멜라닌의 합성을 명령하는 신호 전달

물질인 cytokine의 작용을 조절하는 연구, 자외선 차

단 소재 연구, tyrosinase 작용 억제, 유전자 발현억

제, 활성산소 제거 소재, 각질층 제거 촉진 소재, 색소

환원 연구 등 여러 방법으로 연구되고 있는 추세이다
21,25,26). 한의학계에서 이루어진 미백 관련 연구로 최 

등27) 이 枸杞子 추출물을 B16F110 세포에 처리하여 

세포 증식율에 미치는 영향과 멜라닌 생합성 저해율 

및 tyrosinase 저해활성 및 유해활성을 측정하였고, 

박 등28)은 五倍子가 B16 세포의 tyrosinase 및 

tyrosinase 활성 억제를 측정하였다. 안 등29)은 乾漆

의 tyrosinase 저해활성에 대하여 연구하였고, 안 등30)

의 溫淸飮, 박 등31)의 加味歸脾湯, 김32)의 瀉白散 등

과 같은 복합제 그리고 이33)의 麻黃 및 摩風膏, 최34)

의 桑白皮중 oxyresveratrol, 손35)의 加減西施玉容散

과 같은 산제 및 고형제를 적용한 연구가 이루어지고 

있다. 이와 같이  다양한 재료를 통해 세포 생합성율, 

tyrosinase 저해활성 및 유해활성, mRNA, 

superoxide dismutase 유사활성도에 대한 연구가 활

발하게 이루어지고 있다.

  금은화(金銀花, Lonicera Japonica Flos)는 인동과

(Caprifoliaceae)에 속한 인동 덩굴(Lonicera Japonica 

Thunb.)의 꽃봉오리를 초여름 꽃이 피기 전에 채취

해서 말린 약재이다. 최근 연구 동향 분석에 따르면 

금은화는 감염성 질환, 화농증, 외이도염, 바이러스성 

결막염, 중이염, 인플루엔자, 폐렴 등 폭넓은 염증성 

질병에 사용되고 있을6,7) 뿐만 아니라 항균, 항바이러

스 효과10), 항산화 효과14), 간보호 효과11), 항암효과
12), 면역증진효과13) 등이 있는 것으로 밝혀졌다. 2010

년을 기준으로 지난 10년간 금은화에 대한 연구 논문

의 동향을 살펴보면 항염작용 및 독성에 대한 연구들

이 가장 많은 것으로 보아 淸熱解毒藥의 특성에 부합

하는 연구들이 많았고, 그 중 호흡기질환 영역에 대한 

연구가 높은 빈도를 보였다36).

  금은화는 폐에 歸經하는 약재로 《黃帝內經》에서

는 “肺는 合은 皮요, 營은 毛가 되며, 肺가 皮毛를 主

管한다.”하여 폐와 피부의 연관성을 언급했으며37-39), 

또한 항산화효과14)에 유의성 있는 연구결과로 미루어 

볼 때 금은화 열수 추출물(Lonicera Flos Extracts, 

LFE)이 악성 흑색종 세포주인 B16F10 세포의 생존율

과 멜라닌 합성율에 유의성 있는 효과가 있을 것이라 

생각하여 본 연구를 하게 되었다.

  LFE가 B16F10 세포의 생존에 미치는 효과를 관찰

한 결과 LFE를 처리하지 않았을 때의 B16F10 세포주

의 생존율에 비해 LFE 250㎍/㎖를 처리하였을 때 생

존율이 감소하기 시작하여 고농도를 처리하였을 때는 

LFE를 처리하지 않았을 때보다 약 30% 정도 세포생

존율을 억제하였다(Fig. 1). 또한, B16F10 세포주의 

멜라닌 생합성율에 대한 저해효과를 관찰한 결과, 

LFE 처리농도별로 멜라닌 생합성율이 감소하였고

(Fig. 2), 특히 α-MSH와 LFE 250㎍/㎖를 혼용처리 

하였을 때의 멜라닌 생합성율은 α-MSH와 arbutin 250

㎍/㎖을 혼용처리한 처리군의 멜라닌 생합성율과 비슷하

게 α-MSH 단독처리군보다 감소하였다(Fig. 3).
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  표피에 분포하는 멜라닌은 자외선을 차단하는 색소

로 자외선에 피부가 노출될 때 세포손상을 방어하기 

위한 수단으로 생성40)되기 때문에 만약 자외선에 과

다하게 노출되거나 α-MSH(α-melanocyte stimulating 

hormone)에 의하여 멜라닌이 생성41)되면 멜라닌은 

피부표면에 침착된다. 이는 기미, 주근깨 등과 같은 

다양한 색소 침착을 유발한다42). 이러한 기전에서 볼 

때 LEF가 인간 유래 흑색종 세포의 생존율 및 멜라닌 

생합성율을 억제하는 것으로 생각된다. 

  멜라닌은 tyrosine이 tyrosinase의 작용에 의해 여

러 가지 물질로 대사되는 과정 중에서 최종적으로 합

성되기 때문에43) 멜라닌의 생성효소인 tyrosinase의 

합성이 억제되거나 그 활성이 저해되면 멜라닌 생성

이 감소된다44). 그런 이유로 tyrosinase의 억제제인 

arbutin 등을 미백 첨가제로 소량 활용되고 있다45). 

  금은화 열수 추출물(LFE)이 멜라닌 생성에 관여한

다면 tyrosinase 활성에도 관련이 있을 것으로 생각하

여 시험관내 tyrosinase 활성을 관찰한 결과 LFE 처

리농도에 의존적으로 tyrosinase의 활성이 억제되는 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 그리고 B16F10 세포 

내에서의 tyrosinase 활성을 관찰한 결과 LFE 단독 

처리 시에는 arbutin을 처리한 결과와 같이 아무런 

처리를 하지 않은 군의 tyrosinase 활성율에 비해 유

의성(p<0.001) 있게 감소하였고(Fig. 5), α-MSH와 

LFE 250㎍/㎖를 병용처리하였을 때의 tyrosinase의 

활성율도 α-MSH와 arbutin 250㎍/㎖을 병용처리한 

군의 활성율과 비슷하게 α-MSH 단독처리로 증가한 

tyrosinase의 활성율을 억제하였다(Fig. 6). 또 

tyrosinase mRNA 유전자 발현에도 관여할 것으로 

생각되어 PCR 기법으로 tyrosinase mRNA 발현률을 

측정하였다. LFE를 처리하였을 때 tyrosinase mRNA 

유전자 발현은 아무것도 처리를 하지 않았을 때보다 

감소하였고, α-MSH로 유도된 처리군에서 현저히 증

가한 tyrosinase 유전자 발현 역시 α-MSH와 LFE 

250㎍/㎖를 병용처리 하였을 때 감소하였고, 이는 α

-MSH와 arbutin을 병용처리 하였을 때와 비슷하였다

(Fig. 8). 이와 같은 결과로 금은화 추출물이 

tyrosinase의 활성을 억제함으로서 멜라닌 생합성을 

감소시키는 것으로 생각되며, 금은화 추출물이 미백 

치료제로 사용 될 수 있을 거라 생각된다.

  활성산소는 인체에서 산화를 일으켜 세포의 노화를 

유발하고, 각종 질병의 원인이 되는데 이러한 활성산

소를 정상상태의 산소로 전환시켜주는 역할을 하는 

것이 superoxide dismutase(SOD)로, 이와 관련한 연

구가 이루어지고 있다. SOD 유사활성 물질은 효소인 

SOD와는 근본적으로 다르지만 활성산소의 반응성을 

억제하여 생체를 보호한다는 면에서 SOD와 같은 역

할을 하며, 산화과정을 저해하여 멜라닌색소 생합성

을 억제하기 때문에 색소 침착을 저해하는 효과가 있

다46).

  이에 따라 미백효과를 나타낸 금은화 추출물(LFE)

의 작용기전이 tyrosinase 외에 또 다른 기전이 있는

지에 대하여 알아보기 위해 SOD 유사활성도를 측정

하였다. 항산화성 효과가 있는 vitamin C 250㎍/㎖을 

처리하였을 때의 SOD 유사활성과 비교할 때 LFE의 

처리 농도가 증가할수록 vitamin C 250㎍/㎖ 처리시

의 SOD 유사활성과 비슷하였고, LFE 125㎍/㎖를 처

리하였을 때보다 고농도에서 각각 유의성(p<0.05) 있

게 증가하였다. 이는 금은화 추출물이 산화적 스트레

스에 대한 방어효능도 있음을 알 수 있다.

  이와 같은 결과로, 금은화 추출물은 tyrosinase 활

성 억제, SOD 유사활성 촉진을 통한 미백효능이 있

는 약물이라 생각된다. 앞으로 미백 외용약으로서의 

효과, 추출방식에 따른 효과 비교 그리고 금은화를 군

약으로 하는 처방에 대한 미백효과 연구가 필요할 것

으로 생각된다.

Ⅴ. 결  론

  금은화 열수 추출물이 인간 유래 악성 흑색종 세포

주인 B16F10 cell에 미치는 미백 효과와 그 기전을 
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알아보기 위해 세포생존율, 멜라닌 생합성율, tyrosinase 

활성율 및 mRNA 유전자 발현, superoxide 

dismutase(SOD) 유사활성도를 관찰한 결과 이와 같

은 결론을 얻었다.

1. 금은화 추출물은 처리농도에 의존해 B16F10 세포

주의 생존율을 감소시켰다.

2. 금은화 추출물은 멜라닌 생합성율을 처리농도에 

의존해 감소시켰고, arbutin을 처리한 양성대조군

에 비해 유의한 감소를 보였다. 또한 α-MSH로 

유도한 멜라닌 생합성율에 비해 감소한 양성대조

군과 유사한 멜라닌 생합성율의 감소현상을 나타

냈다.

3. 금은화 추출물은 시험관 내 tyrosinase의 활성을 

처리농도에 의존해 유의성 있게 감소시켰고, 세포 

내에서도 arbutin을 처리한 양성대조군과 유사한 

tyrosinase의 활성을 억제하였다. 특히, α-MSH로 

유도한 tyrosinase의 활성을 유의성 있게 감소시킨 

양성대조군과 유사한 억제효과를 나타냈다.

4. 금은화 추출물은 항산화성 물질인 vitamin C를 처

리한 양성대조군보다 저농도 처리 시에는 SOD 유

사활성이 감소하였지만 250㎍/㎖ 이상을 처리한 

농도에서는 양성대조군과 유사한 결과를 나타냈다.

5. 금은화 추출물이 tyrosinase mRNA 유전자 발현

을 arbutin을 처리한 양성대조군과 같이 억제하였

고, α-MSH로 유도된 tyrosinase mRNA 유전자 

발현을 현저히 억제하였다.
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