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검은콩과 발효검은콩 추출물이 인간 모유두 세포 성장에 미치는 효과
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ABSTRACT This study was conducted to examine the effects and potential mechanisms of action of black soybean 
extracts and fermented black soybean extracts by Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) and Bifidobacterium animals 
subsp. lactis BB-12 (BB-12) on proliferation of human follicle dermal papilla cells (HFDPC). We examined changes 
in pH, total polyphenol, sugar, and reducing sugar contents according to fermentation period of black soybean extracts. 
Assay using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide was performed to determine cell toxicity levels 
of the four black soybean extracts [black soybean water extract (BWE), black soybean ethanol extract (BEE), fermented 
BWE (F-BEW), and fermented BEE (F-BEE)]. Changes in mRNA expression levels of hair growth promoting factors 
and hair growth inhibiting factors by the four black soybean extracts were measured by real-time PCR. In addition, 
phosphorylation levels of mitogen-activated protein kinase family proteins were measured by western blot analysis. 
As a result, fermentation of black soybeans significantly reduced pH, total polyphenols, and sugar/reducing sugar 
contents. All four black soybean extracts showed no cellular toxicity in HFDPC. In fact, BEE significantly enhanced 
cell viability of HFDPC at 100 μg/mL compared to control. BWE, BEE, and BWE-F significantly increased mRNA 
expression of vascular endothelial growth factor, and all four extracts increased mRNA expression of fibroblast growth 
factor. However, mRNA expression levels of apoptosis-related genes were not affected by black soybean extracts 
in HFDPC. Furthermore, BWE, BEE, and BWE-F significantly increased phosphorylation levels of extracellular sig-
nal-regulated kinase compared to control. Taken together, we demonstrated that black soybean extracts enhanced pro-
liferation of human follicle dermal papilla cells partially via activation of hair growth promoting factors, although no 
particular significant effects on proliferation were observed by fermentation of black soybeans.
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서   론

유전적 요인뿐만 아니라 비정상적인 호르몬 분비, 과도한 

스트레스, 서구화된 식생활의 변화, 영양 불균형, 환경오염 

등의 다양한 요인들로 현대인들의 탈모 인구는 급격하게 증

가하고 있다(1). 2014년 건강보험심사평가원에 따르면 우

리나라 탈모증은 최근 5개년 연평균 증가율이 3.6%로 탈모

증 진료인원이 2009년 약 18만 명에서 2013년 약 21만 명

으로 꾸준히 증가하는 추세를 보이며(2), 최근에는 중년 남

성뿐만 아니라 젊은 여성층에서도 그 증상을 보이고 있다

(3,4). 현재 미국 FDA(Food and Drug Administration)에

서 승인받은 탈모 치료약제로는 미녹시딜(Minoxidil)과 피

나스테리드(Finasteride)가 있으나 심혈관계 질환, 어지럼

증, 피부염, 성기능장애, 기형아출산 등과 같은 다양한 부작

용이 보고되어 있어(5,6), 이를 천연물 소재를 이용한 탈모

방지제 혹은 기능성 식품에 대한 연구에 관심이 집중되고 

있다(7-9).

콩은 다량의 단백질뿐만 아니라 이소플라본, 식이섬유소, 

사포닌, 피트산, 트립신 저해제 등과 같은 다양한 생리활성 

물질을 함유하고 있어 예로부터 노화방지(10), 심혈관계 질

환(11), 암(12) 등과 같은 질병 예방 및 치료에 도움을 준다

고 알려져 있다. 특히 콩 중에서도 검은콩은 크기가 작고 

껍질이 까맣고 윤이 나며, 한방에서는 ‘약콩’ 또는 ‘쥐눈이

콩’이라고도 불리울 만큼 해독력이 뛰어나다고 보고되어 있
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다(13). 또한, 검은콩에는 모발 성장에 필수성분인 아르기닌

과 시스테인, 피토에스트로겐인 이소플라본, 불포화지방산

과 비타민 E, 안토시아닌 등이 다량 함유되어 있어 모발의 

성장 및 윤기, 탄력을 증진시키며, 오래전부터 모발 성장을 

촉진하고 모발의 윤기와 탄력을 증진시킨다고 알려져 있다

(14-16). 

전통적으로 우리 선조들은 음식의 맛과 저장성을 증진시

키기 위해 발효기술을 사용하였는데, 이는 유용한 미생물인 

프로바이오틱스(probiotics)가 당질을 이용하여 알코올, 유

기산, 이산화탄소 등을 생성하는 일련의 과정을 일컫는다

(17). 발효는 큰 분자의 영양소를 작은 분자로 분해함으로써 

인간의 소화를 돕고, 생성되는 유기산 등으로 식품의 산도를 

낮춰 식중독균 및 병원균의 성장을 억제하고 맛과 조직감을 

향상시키며, 무엇보다도 식품의 건강기능성을 증진시킨다

고 알려져 있다(17). 콩은 특유의 비린맛과 가스발생인자인 

올리고당이 함유되어 있어 생(生)으로 섭취하기가 어렵기 

때문에 우리나라를 비롯한 동북 아시아권 국가에서 소화가 

용이한 두부나 두유와 같은 단순가공식품이나 간장, 된장, 

청국장, 낫토와 같은 발효가공식품의 형태로 섭취되고 있다

(18). 이처럼 전통적으로 다양한 콩의 발효숙성과정을 통해 

생성되는 이소플라본의 aglycone(daidzein, genistein), 유

리아미노산, 펩티드, 이노시톨, 페놀화합물과 같은 다양한 생

리활성 물질이 생성되어 항산화(19), 항비만(20), 항암(21) 

효과의 유의적인 증가가 보고된 바 있으며, 최근 연구 결과

에 따르면 대두 올리고당은 Lactobacillus와 Bifidobacte-

rium의 영양원, 즉 프리바이오틱스로의 이용 가능성이 보고

되었다(22). 하지만 발효콩 추출물이 모발 성장에 미치는 

영향에 대한 보고는 아직 미비한 실정이다. 이에 본 연구에서

는 검은콩 물과 에탄올 추출물 및 유산균 2종[Lactobacillus 

rhamnosus GG(LGG), Bifidobacterium animals subsp. 

lactis BB-12(BB-12)]을 이용하여 발효시킨 검은콩의 물

과 에탄올 추출물의 이화학적 분석을 통해 발효를 통한 이 

인간 모유두 세포(human follicle dermal papilla cell, 

HFDPC) 성장에 미치는 효과와 그 기전을 비교 분석해 보고

자 한다.

지금까지 보고된 천연물 소재를 이용한 탈모치료 및 예방

에 관련된 식품의 유용성 평가와 이들이 모발 성장에 미치는 

효과에 관한 연구는 주로 동물모델을 이용하거나 동물에서 

추출한 primary 모유두 세포를 이용하여 진행되었다. 동물

모델을 이용한 실험 결과를 통해 모발 건강 및 성장에 미치

는 영향을 예측할 수 있으나 이러한 연구 결과를 토대로 한 

인간 primary 모유두 세포를 이용한 추가적인 연구가 필요

할 것이라 생각된다. 이에 본 연구에서는 검은콩 추출물과 

프로바이오틱스 유산균 2종(LGG, BB-12)을 이용하여 발

효시킨 발효검은콩이 인간 모유두 세포성장에 미치는 효과

와 그 기전을 비교 분석함으로써 검은콩과 발효검은콩 추출

물의 탈모 예방 및 치료를 위한 천연소재 모발건강 소재로써

의 가능성을 살펴보고자 한다.

재료 및 방법

검은콩 추출물과 발효검은콩 추출물의 제조

실험에 사용된 제주산 검은콩은 제주 전통시장에서 구입

하였다. 검은콩 추출물의 제작은 Fig. 1에 도식화하였으며 

다음과 같다. 검은콩은 수세, 탈수, 동결건조의 과정을 거쳐 

분말화한 후, 시료 무게의 30배량(w/v)의 3차 증류수와 

70% 에탄올을 각각 첨가하여 24시간 동안 추출하였다. 이

후 물 추출물(black soybean water extract, BWE)은 감압

여과기로 추출하여 2차 동결건조를 시켜 분말형태의 추출물

을 얻고, 에탄올 추출물(black soybean ethanol extract, 

BEE)의 경우 감압여과 후 감압농축기(Heidolph, Schwa-

bach, Germany)를 이용하여 60°C에서 농축시킨 후 2차 동

결건조 하여 분말형태의 추출물을 얻어 실험에 처리할 때에

는 Dulbecco’s phosphate-buffered saline(DPBS, Gibco, 

Waltham, MD, USA)에 희석하여 필터를 내린 다음 본 실험

에 사용하였다. 검은콩 발효에 사용한 유산균은 Lactoba-

cillus rhamnosus GG(LGG, CHR-Hansen, Roskilde, Den-

mark)와 Bifidobacterium animals subsp. lactis BB-12 

(BB-12, CHR-Hansen)로 위에서 제작한 검은콩 분말에 3

차 증류수 10 mL와 LGG, BB-12를 각각 0.1% 혼합하여 

37°C 배양기에서 120시간 동안 발효시킨 후 121°C에서 20

분 처리하여 발효를 종료하였다. 물과 에탄올 추출과정은 

위에 설명된 바와 동일하게 진행되었으며, 발효검은콩 물 

추출물(BWE-F)과 에탄올 추출물(BEE-F)을 만들어 본 실

험에 사용하였다.

총폴리페놀 측정

LGG와 BB-12를 이용하여 발효시킨 검은콩 추출물의 총

폴리페놀 함량을 발효진행과정에 따라 24시간 간격으로 5

일 동안 측정하였다. Folin-Denis 방법(23)을 응용하여 추

출물 시료 1 g을 3차 증류수로 5배씩 희석하여 각 시료 50 

μL에 1 M Folin-Ciocalteu’s phenol reagent(EMD Milli-

pore Corporation, Bedford, MA, USA)를 50 μL 첨가한 

후 실온에서 6분간 반응시키고, 이후 2% NaCO3 포화용액 

100 μL를 가하여 추가 30분을 반응시킨 후 microplate 

reader(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용

하여 720 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 gallic acid 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 이용한 표준 

검량 곡선을 통해 추출물의 총폴리페놀 함량을 계산하였다.

pH 측정

LGG와 BB-12를 이용하여 발효시킨 검은콩 추출물의 

pH 변화를 알아보기 위하여 발효진행과정에 따라 24시간 

간격으로 5일 동안 추출물의 pH를 측정하였다.

총당 및 환원당 측정

발효검은콩의 발효 전후의 총당 및 환원당의 함량 변화를 
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Black soybean
↓

Washing 
↓

Freeze drying
↓

Pulverization

↓

Add LGG, BB-12 powder
↓

Fermentation (37°C, 120 h)
↓

Sterilization (121°C, 20 min)
↓

Freeze drying
↓ ↓

Water extraction (24 h) EtOH extraction (24 h) Water extraction (24 h) EtOH extraction (24 h)
↓ ↓ ↓ ↓

Vacuum filtration Vacuum concentration Vacuum filtration Vacuum concentration
↓ ↓ ↓ ↓

Freeze drying Freeze drying Freeze drying Freeze drying
↓ ↓ ↓ ↓

Dissolved in DPBS Dissolved in DPBS Dissolved in DPBS Dissolved in DPBS
↓ ↓ ↓ ↓

Black soybean water 
extracts (BWE)

Black soybean ethanol 
extracts (BEE)

Black soybean fermented 
water extracts (BWE-F)

Black soybean fermented 
ethanol extracts (BEE-F)

Fig. 1. A flow diagram of black soybean extracts and fermented black soybean extracts preparation.

알아보기 위하여 총당의 함량은 phenol-sulfuric acid법

(24)을 응용하여 측정하였다. 발효진행과정에 따라 24시간 

간격으로 5일 동안의 총당과 환원당 함량을 측정하였는데, 

시료 1 g을 3차 증류수로 5배씩 희석하여 각 시료 10 μL에 

5% 페놀용액 10 μL를 첨가한 후 50 μL의 황산을 가하여 

반응시킨 다음 microplate reader를 이용하여 490 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 총당의 정량은 D-glucose(Katayama 

Chemical, Osaka, Japan)를 표준물질로 사용하여 표준검량

곡선으로부터 환산하였다. 환원당의 경우 dinitrosalicylic 

acid 방법(25)을 응용하여 측정하였으며, D-glucose 표준

물질을 이용한 표준검량곡선을 통해 추출물 시료의 당 함량

을 환산하였다.

인간 모유두 세포 배양 

인간 모유두 세포(PromoCellⓇ, Heidelberg, Germany)

는 78세 백인 남성(cell viability: 94%)에게서 채취한 인간 

모유두 세포를 본 실험에 사용하였다. 인간 모유두 세포 배

양배지는 Human Follicle Dermal Papilla Cell Medium에 

FCS(Fetal Calf Serum)와 bovine pituitary extract, basic 

FGF(fibroblast growth factor)와 인슐린이 포함된 Sup-

plement Mix를 혼합하여 제작하였으며, 37°C, 5% CO2가 

유지되는 세포배양기(ShelLab, Cornelius, OR, USA)에서 

배양하였다. HFDPC는 분화의 한계가 있으므로 PromoCell
Ⓡ사에서 제공한 프로토콜을 준수하여 계대번호 3~8 사이에

서 모든 실험을 진행하였다. HFDPC 세포와 배양을 위한 

모든 시료는 PromoCellⓇ사에서 구입하여 사용하였다.

Cell viability

위에서 설명된 바와 같이 준비된 검은콩 물 추출물(BWE)

과 알코올 추출물(BEE), 발효검은콩 물 추출물(BWE-F)과 

에탄올 추출물(BEE-F)을 HFDPC에 농도별로 처치하였을 

때의 독성 여부를 확인하기 위하여 3-(4,5-dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) as-

say(26)를 실시하였다. 24-well plate에 HFDPC를 1×105 

cells/well의 농도로 seeding 한 후 24시간 동안 배양하였

다. 이후 4종의 검은콩 추출물(BWE, BEE, BWE-F, BEE- 

F)을 각각 25, 50, 100 μg/mL의 농도로 24시간 배양 후 

상층액을 제거하고, 2 mg/mL의 시약을 100 μL 처리하여 

incubator에서 추가로 배양하였다. 이후 상층액을 제거하여 

dimethyl sulfoxide를 이용하여 24시간 실온에서 교반한 
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Table 1. Nucleotide sequence of the human primers in real time PCR
  Gene Forward primer Reverse primer
GAPDH1)

VEGF2)

KGF/FGF73)

TGF-β14)

AR5)

GAAGGTGAGGTCGGAGTCAA
CCCACTGAGGAGTCCAACAT

CTCCAGAGCAAATGGCTACAAA
AAATTGAGGGCTTTCGCCTTA
TACCAGCTCACCAAGCTCCT

GCTCCTGGAAGATGGTGATG
AAATGCTTTCTCCGCTCTGA

GTCTTCTCACTCTTATATCCCCTCCTT
GAACCCGTTGATGTCCACTTG
GCTTCACTGGGTGTGGAAAT

1)Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. 2)Vascular endothelial growth factor.
3)Keratinocyte growth factor/fibroblast growth factor 7. 4)Transforming growth factor beta 1.
5)Androgen receptor.

후, 각 well에 생성된 formazan을 충분히 용해하여 96-well 

plate에 50 μL씩 분주한 다음 microplate reader를 이용하

여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

RNA 추출 및 cDNA 제조

HFDPC를 1×105 cells/well의 농도로 6-well plate에 

24시간 배양한 후, 각 well에 양성대조군인 Minoxidil 

(Sigma-Aldrich Co.) 10 μM과 검은콩･발효검은콩 물･에

탄올 시료를 100 μg/mL로 처리하고 24시간 후 배지를 제거

한 다음, Trizol reagent(Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA)로 세포를 분해하였다. 이후 chloroform을 100 

μL 첨가하여 상온에 방치하고 9,500 rpm에서 15분간 원심

분리 하여 mRNA가 포함된 상등액을 분리하여 상등액에 

isopropanol을 첨가하여 상온에서 반응시킨 후 9,500 rpm

으로 원심분리 하여 RNA를 침전시키고 70% 에탄올을 이용

하여 세척한 다음 에탄올을 제거하고 clean bench에서 건조

한 mRNA는 DNase-free water에 녹여 RNA를 정량한 후 

실험에 사용하였다. DNA template 합성은 High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit(Life Technologies)을 

이용하여 총 20 μL로 반응시켜 수행하였다. 10× RT buffer 

2 μL, 25× dNTP Mix(100 mM) 0.8 μL, 10× RT Random 

Primers 2 μL, MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1 

μL, RNase Inhibitor 1 μL, Nuclease-free H2O 3.2 μL를 

microtube에 넣고, 37°C에서 2시간 동안 반응시킨 후 

cDNA를 합성하였다.

Real-time PCR

합성된 cDNA를 주형으로 KAPA SYBRⓇ FAST qPCR 

kit Master Mix(2×)(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사

용하여 real-time PCR의 전 과정을 수행하였다. 전체 20 

μL를 기준으로 KAPA SYBR Master Mix(2×) 10 μL, for-

ward primer(10 mM) 0.4 μL, reverse primer(10 mM) 

0.4 μL, water 7.2 μL를 microtube에 넣어 반응시켰다. 

PCR의 전 과정은 95°C에서 3분, 95°C에서 3초, 60°C에서 

30초의 구간을 39 cycle 반복하였으며, PCR의 유효성은 

melting curve로 검증하였고 각 유전자의 발현은 GAPDH

의 발현량으로 표준화하여 비교 분석하였다. 실험에 사용된 

primer는 Table 1과 같다.

Western blot analysis

HFDPC를 1×105 cells/well의 농도로 6-well plate에 

24시간 배양한 후, 각 well에 양성대조군인 Minoxidil 10 

μM과 검은콩･발효검은콩 물･에탄올 시료를 100 μg/mL로 

처리하고 24시간 배양하였다. 세포를 cold DPBS로 3회 세

척한 후 100 μL의 lysis buffer[20 mM Tris-HCl(pH 7.4), 

5 mM EDTA(pH 8.0), 5 mM Na4P2O7, 10 mM NaF, 100 

mM Nonidet P-40, 1% NaVO4, 0.5% EZ Block]를 첨가하

여 1,400 rpm, 4°C에서 15분간 원심분리 하여 얻은 상층액

을 세포 내 단백질로 이용하였다. 단백질 농도는 Bovine 

serum albumin(BSA, Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA)을 표준물질로 사용하여 Bradford법(27)에 의하여 정

량하였다. 단백질 샘플은 28 μL/well씩 분주하여 10% 

SDS-PAGE로 변성 분리한 다음 Nitrocellulose Blotting 

membrane(Amersham Corp., Baden-Württemberg, Ger-

many)을 사용하여 300 mA에서 60~90분간 transfer 하였

다. Ponceau S 용액(Sigma-Aldrich Co.)을 이용하여 멤브

레인상의 단백질을 확인하고, 5% Blotting-Grade Blocker 

(Bio-Rad)가 함유된 blocking buffer로 1~2시간 동안 

blocking 한 후 1차 항체인 P-Akt(protein kinase B, PKB, 

Akt), Akt, P-Erk(extracellular signal-regulated kin-

ase), Erk, GAPDH(1:1,000, Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA)를 4°C에서 12~24시간 동안 반응시켰

다. 이후 TBS-T 용액(0.05% Tween-20 in TBS)을 이용

하여 3회 세척한 후 2차 항체(1:2,000, Cell Signaling 

Technology)를 상온에서 90분 동안 반응시켜 TBS-T 용

액으로 다시 3회 세척한 다음 ECL kit(Biosesang, Sung-

nam, Korea)을 이용하여 반응시킨 후 Fusion Solo(Vilber 

Lourmat, Baden-Württemberg, Germany)를 통해 단백질 

발현을 측정하였다.

통계분석

모든 데이터는 평균±표준오차(SEM)로 표시하였으며 유

의적 차이에 대한 해석은 t-test 혹은 ANOVA 분석을 시행

하였다. 유의성 차이 검증은 P<0.05 수준에서 실시하였고 

사후검정은 Tukey test를 사용하였다(GraphPad Prism 

Version 6.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Table 2. Alteration of pH, total polyphenol, total sugar, and reducing sugar contents in black soybean extracts by fermentation
Fermentation time

(days) pH Polyphenol
(μg gallic acid/mL) 

Sugar
(mg D-glucose/mL) 

Reducing sugar
(mg D-glucose/mL) 

0
1
2
3
4
5

6.64
4.52
4.18
4.13
3.95
3.93

2.076±0.008a1)2)

0.909±0.003b

0.901±0.012b

0.914±0.011b

0.941±0.014b

0.930±0.015b

4.393±0.032a

3.964±0.213ab

3.810±0.061b

2.470±0.083b

1.917±0.078b

1.757±0.083b

1.033±0.012a

0.932±0.004b

0.926±0.004b

0.871±0.008b

0.834±0.002b

0.830±0.004b

1)Values are the mean±SEM of three independent experiments.
2)Values that do not share the same superscript are significantly different by ANOVA (P<0.05).

결과 및 고찰

발효에 따른 검은콩의 이화학적 특성 변화

LGG와 BB-12를 이용하여 발효시킨 검은콩의 이화학적 

변화를 관찰하기 위하여 발효 전후 pH, 총폴리페놀, 총당과 

환원당의 함량을 측정한 결과는 Table 2와 같다. Dave와 

Shah(28)의 연구에 의하면 발효가 진행됨에 따라 pH가 낮

아져 pH 4 이하를 발효 종료시점으로 정의하였으며, 본 연

구에서도 유사한 발효에 따른 pH 변화를 관찰하였다. 발효

진행과정에 따라 발효검은콩의 pH가 발효 0일차에서는 pH 

6.64였으나 발효 1일에는 pH 4.52로 떨어졌으며, 발효 2일

에서 5일까지 서서히 감소하여 pH 4점 이하로 떨어진 시점

을 발효종료시점으로 정하였다. 발효과정에 따라 발효검은

콩의 폴리페놀 함량은 발효 0일차에서는 2.076 μg/mL, 1일

차에서는 0.909 μg/mL, 2일차에서는 0.901 μg/mL, 3일차

에서는 0.914 µg/mL, 4일차에서는 0.941 μg/mL, 5일차에

서는 0.930 μg/mL로 발효 1일차에 유의적으로 낮아지고, 

그 후로 큰 변화를 보이지 않았다. 발효검은콩 추출물의 총

당 함량은 발효 0일차에서는 4.393 mg/mL, 1일차에서는 

3.964 mg/mL, 2일차에서는 3.810 mg/mL, 3일차에서는 

2.470 mg/mL, 4일차에서는 1.917 mg/mL, 5일차에서는 

1.757 mg/mL로 발효 후 발효 1일차에서는 유의적인 차이

가 없었으나 발효 2일차부터 총당의 함량이 유의적으로 낮

아졌고, 환원당의 함량은 발효 0일차에서는 1.033 mg/mL, 

1일차에서는 0.932 mg/mL, 2일차에서는 0.926 mg/mL, 

3일차에서는 0.871 mg/mL, 4일차에서는 0.834 mg/mL, 

5일차에서는 0.830 mg/mL로 발효 1일차에 유의적으로 감

소한 후 큰 변화를 보이지 않았다. 

유산균 2종(LGG, BB-12)을 이용하여 발효시킨 검은콩

의 총폴리페놀 함량은 발효초기에 가장 높은 함량을 보였으

나 발효 1일차에서부터 0.9 μg/mL대로 급격히 감소하였다. 

페놀화합물은 phenolic hydroxyl기를 가지고 있는 방향족 

화합물로 단백질 및 기타 거대분자들과 쉽게 결합하여 항산

화(29), 항암(30), 항염증 및 항알레르기 작용(31) 등의 다

양한 생리활성이 있는 것으로 알려진 바 있다. Camu 등(32)

의 연구에 따르면 코코아 열매(cocoa beans)의 발효 전과 

발효 후의 폴리페놀 함량을 비교한 결과 발효 후에 총폴리페

놀 함량이 감소하였다는 연구 결과가 보고된 바 있으며, 

Misnawi 등(33)의 연구에서는 발효시료를 만들 때 사용된 

물에 콩의 폴리페놀 성분이 용출되면서 산화와 응결을 통해 

그 함량이 감소하는 것이라 보고되어 있어 본 연구에서도 

유사한 현상으로 인한 콩의 총폴리페놀 함량의 감소 가능성

이 존재한다고 생각된다.

식품의 발효에는 단백질뿐만 아니라 전분의 분해도 중요

한 인자로 알려져 있다(34). 본 연구에서는 검은콩의 발효과

정 중 Lactobacillus와 Bifidobacterium이 분비하는 효소의 

작용으로 가수분해되어 콩에 있는 전분이 glucose로 전환

되는 양을 조사하기 위해 발효시간에 따른 총당･환원당의 

함량을 측정하였으며, 유산균 2종을 이용하여 검은콩을 발

효시킨 결과 발효 전보다 발효 후에 총당과 환원당 함량이 

모두 유의적으로 감소하였다. 이는 Eom 등(35)에서 보고한 

Bacillus natto 균과 Aspergillus oryzae 균을 각각 이용하

여 발효시킨 발아콩 청국장과 혼합균주(Bacillus natto, As-

pergillus oryzae)를 이용한 발아콩 청국장이 발효가 진행

됨에 따라 총당과 환원당 함량이 모두 감소한다는 결과와 

유사하며, Eom 등(35)은 총당과 환원당의 감소가 발효가 

진행될수록 당화 amylase 작용에 의해 전분질을 당분으로 

분해하고, 동시에 효모의 영양원이나 발효기질로 이용되기 

때문이라 보고하였다. 이와 같은 현상이 본 연구조건에서도 

적용되는지는 추가적인 연구가 필요하겠다.

검은콩 추출물이 HFDPC의 세포생존율에 미치는 영향

검은콩(BWE, BEE)과 발효검은콩(BWE-F, BEE-F) 추

출물이 HFDPC에서의 세포독성과 세포생존율에 미치는 영

향은 Fig. 2와 같다. HFDPC에 BWE, BEE, BWE-F, BEE- 

F를 0, 25, 50, 100 μg/mL 농도로 처리하였을 때 BEE군의 

가장 높은 농도인 100 μg/mL에서 대조군보다 세포생존율

이 121.81%로 BEE의 처치가 HFDPC의 성장에 긍정적인 

영향을 주었다. 그러나 BEE를 제외한 나머지 추출물군

(BWE, BWE-F, BEE-F)에서는 세포생존율에 유의적 차이

를 주지 않았으며, 더불어 4종의 검은콩 추출물은 HFDPC에 

대한 특이적인 독성도 존재하지 않음을 확인하였다. 이에 

본 실험에서는 HFDPC에서 세포생존에 영향을 미치지 않는 

100 μg/mL 농도의 시료를 사용하였다.
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Fig. 2. Effect of black soybean extracts and fermented black soybean extracts on viability of HFDPC. BWE, black soybean water 
extract; BWE-F, black soybean fermented water extract; BEE, black soybean ethanol extract; BEE-F, black soybean fermented 
ethanol extract. Values are the mean±SEM of three independent experiments. An asterisk indicates a significant difference compared 
to control group (P<0.05). 

검은콩 추출물이 HFDPC에서 모발 성장 촉진과 억제 관련 

유전자 발현에 미치는 영향

모발이 성장하기 위해서는 모낭 주위 여러 인자들의 작용

과 모유두 세포의 상호작용이 매우 중요한데 모발이 휴지기

에 이르게 되면 모발을 성장시키기 위해 다양한 사이토카인

과 모발 성장인자들이 분비된다(36). 그중 vascular endo-

thelial growth factor(VEGF)는 혈관을 확장시켜 혈액순환

을 개선하여 모발의 성장과 모근세포의 분화를 촉진시키는 

혈관확장인자로 보고되어 있으며(37), keratinocyte growth 

factor(KGF/FGF7)는 섬유아세포 성장인자로서 모발 성장

을 자극하여 성장기를 유도하고 상처 회복하는 과정에서 피

부조직의 분열과 표피화를 촉진시키는 각질세포형성인자로 

알려져 있다(38). 반면 transforming growth factor-beta 

1(TGF-β1)과 androgen receptor(AR)는 모발 성장에 있

어 모낭의 수와 크기를 감소시키는 negative 조절자로 모발

이 퇴행기로 전환할 때 그 분비가 촉진되어 상피세포의 증식

을 억제하고 세포사멸을 유도한다고 알려져 있다(39-41).

이에 본 연구에서는 HFDPC에서의 BWE, BEE, BWE-F, 

BEE-F의 처치가 모발 성장 촉진인자 2종(VEGF, KGF/ 

FGF7)과 모발 성장 억제인자 2종(TGF-β1과 AR)에 미치

는 영향을 이들의 mRNA 발현의 비교를 통해 살펴보았다

(Fig. 3). 모발 성장 촉진인자 중 하나인 VEGF는 양성대조

군인 minoxidil의 처치에 의해 음성대조군보다 유의적으로 

mRNA 발현이 증가하였으며, 검은콩 추출물 4종 중에서 

BEE-F군을 제외한 나머지 3종에 의해서도 양성대조군과 

유사한 수준으로 mRNA 발현이 증가함을 확인하였다. 또 

다른 모발 성장 촉진인자인 KGF/FGF7은 음성대조군과 비

교하여 양성대조군인 minoxidil을 포함한 모든 4종의 검은

콩 추출물 처리군에서 mRNA 발현도가 유의적으로 증가하

였다. 특이적으로 BWE의 경우에는 HFDPC에서 minoxidil

군보다도 KGF/FGF7의 mRNA 발현 증가에 효과적임이 관

찰되었다. Joo(42)의 연구에서 in vitro 실험으로 검은콩이 

함유된 식물추출물질(MBN)을 인간 피부각질세포(HaCaT)

에 처치하여 발모와 관련된 유전자의 세포반응을 확인한 결

과, VEGF와 KGF의 mRNA 발현이 대조군과 비교하여 유의

적으로 높은 발현도가 보고됨에 따라 본 연구 결과와 유사한 

발현 양상을 확인할 수 있었다. 따라서 본 연구에서 검은콩

과 발효검은콩 물 추출물의 효과는 HFDPC의 증식 및 이동

을 촉진시키는 것은 물론 휴지기의 모발을 성장기로 유도하

고 혈관을 확장시켜 혈액순환 개선에 긍정적인 영향을 미칠 

것이라 생각된다. 반면 4종의 검은콩 추출물은 HFDPC에서 

TGF-β1과 AR의 유전자 발현에 양성대조군인 minoxidil군

과는 달리 유의적인 영향을 미치지 못하였다(Fig. 3). Hong 

등(43)의 연구에서 제모한 동물모델(C57BL/6 mice)에게 

어성초를 포함한 천연복합추출물을 경피 도포한 결과 TGF- 

β1의 mRNA 발현량의 경우 대조군을 포함한 모든 군에서 
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Fig. 3. Effect of black soybean extracts and fermented black soybean extracts on gene expression involved in cell growth and 
apoptosis in HFDPC. VEGF, vascular endothelial growth factor; KGF/FGF7, keratinocyte growth factor/fibroblast growth factor 
7; TGF-β1, transforming growth factor beta 1; AR, androgen receptor. Con, control; M, minoxidil; BWE, black soybean water 
extract; BEE, black soybean ethanol extract; BWE-F, black soybean fermented water extract; BEE-F, black soybean fermented 
ethanol extract. Values are the mean±SEM of four independent experiments. Values that do not share the same superscript are 
significantly different by ANOVA (P<0.05).

통계적으로 유의적인 차이가 없음을 보고하였고, Ha와 Park 

(44)의 연구에서도 해조류 추출물(미역, 다시마, 톳, 김)이 

C57BL/6 mice에서 TGF-β1의 mRNA의 발현의 경우 대조

군보다 감소하는 것을 확인할 수 있었으나 유의성을 나타내

지 않는다 하여 이는 본 연구 결과와 유사함을 보여주었다.

검은콩 추출물이 HFDPC의 Akt와 Erk 인산화에 미치는 

영향

Han 등(45)의 연구에 의하면 발모제 minoxidil의 도포는 

세포사멸 억제와 촉진인자의 조절을 통해서 모낭 성장을 자

극하여 인간 모낭의 모유두 세포의 생존을 촉진한다고 알려

져 있는데, 이에는 Akt와 Erk의 인산화가 중요한 역할을 담

당한다고 한다. 또한, Akt는 다양한 사이토카인과 성장인자

들에 의해 활성화되며 세포사멸을 방지하고 혈관 투과성을 

높여주며, 내피세포 성장을 유지해준다고 알려져 있다(46). 

이와 다른 기전으로 Erk는 mitogen-activated protein 

kinase(MAPK) family 중 하나로 mitogen과 성장인자에 의

해 조절되어 세포증식 및 분화 등 다양한 세포반응에 의해 

조절된다고 알려져 있다(47). 이에 본 연구에서는 4종의 검

은콩 추출물이 HFDPC의 세포생존 및 성장에 미치는 영향

을 Akt와 Erk의 인산화 정도로 측정하였다(Fig. 4). Minox-

idil군을 포함한 4종의 검은콩 추출물 처리군은 HFDPC에서 

Akt의 활성 정도가 대조군과 비교하여 변화가 없었으며, 이

는 Han 등(45)의 연구 결과와는 상이하게 나타났다. 이러한 

차이는 Han 등(45)의 연구에서는 minoxidil의 두피피부 직

접도포를 통한 관찰인 반면, 본 연구에서는 primary 세포이

지만 in vitro 시스템상의 현상이라는 관점에서 설명될 수 

있을 것이다. 추가로 HFDPC에서 Erk의 인산화는 양성대조

군인 minoxidil군을 포함하여 3종의 검은콩 추출물 처치군

(BWE, BEE, BWE-F)에서 음성대조군보다 유의적으로 증

가하여, Han 등(45)의 연구 결과와 유사한 양상을 보였다. 

즉 HFDPC에서 BWE, BEE, BWE-F가 세포증식 및 활성에 

Erk 인산화 활성 경로가 부분적으로 영향을 주는 것으로 

생각된다.

요   약

본 연구 결과 검은콩 물･에탄올 추출물과 Lactobacillus 

rhamnosus GG(LGG)와 Bifidobacterium animals subsp. 

lactis BB-12(BB-12)를 이용하여 발효시킨 발효검은콩 

물･에탄올 추출물의 발효 전과 후의 성분변화를 분석하고, 

검은콩과 검은콩 발효 추출물이 모유두 세포 성장에 미치는 
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Fig. 4. Effect of black soybean extracts and fermented black soybean extracts on phosphorylation of Akt and Erk in HFDPC. 
(A) Representative immunoblot analysis of phospho-Akt, total Akt, phospho-Erk, total Erk, and GAPDH. (B) Intensity of phospho-Akt 
was normalized to total Akt and GAPDH. (C) Intensity of phospho-Erk was normalized to total Erk and GAPDH. Akt, protein 
kinase B; Erk, extracellular signal-regulated kinase; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Con, control; M, minoxidil; 
BWE, black soybean water extract, BEE, black soybean ethanol extract; BWE-F, black soybean fermented water extract; BEE-F, 
black soybean fermented ethanol extract. Values are the means±SEM of three independent experiments. Values that do not share 
the superscript are significantly different by ANOVA (P<0.05).

효과를 알아보기 위해 primary 인간 모유두 세포(HFDPC)

에 검은콩 추출물(BWE, BEE)과 발효검은콩 추출물(BWE- 

F, BEE-F)을 다양한 농도로 처리하여 세포독성을 확인하였

으며, 이를 바탕으로 적정 처치 농도를 결정하여 모발 성장 

촉진(VEGF와 KGF/FGF7)과 억제(TGF-β1과 AR)에 관여

하는 유전자 발현을 mRNA 수준에서 확인하였다. 나아가 

검은콩 추출물이 HFDPC의 생존 촉진에 미치는 영향을 Akt

와 Erk의 인산화 활성을 통해 비교 분석하였다. LGG와 BB- 

12를 이용하여 발효시킨 검은콩은 발효가 진행됨에 따라 

pH, 총폴리페놀, 총당･환원당의 함량이 감소하였으며, 검은

콩 4종 추출물(BWE, BEE, BWE-F, BEE-F) 중 BWE, 

BEE, BWE-F가 VEGF의 mRNA 발현을 증가시키고, 모든 

처리군에서 KGF/FGF7의 mRNA 발현을 유의적으로 증가

시킴을 확인할 수 있었다. 나아가 BWE, BEE, BWE-F가 

Erk의 활성을 증가시켰음을 확인할 수 있었다. 따라서 검은

콩 물 추출물과 검은콩 에탄올 추출물, 그리고 발효검은콩 

물 추출물이 인간 모유두 세포의 세포성장에 모발 성장 촉진

인자의 활성과 Erk의 활성화 등을 통한 기전으로 긍정적인 

영향을 미침으로써 모발 성장 및 모발 건강을 위한 기능성 

원료로서의 가능성을 확인할 수 있었으며, 유산균 2종(LGG, 

BB-12)을 이용한 발효검은콩이 검은콩과 비교하여 모발 성

장 촉진 관련 단백질 발현에서는 유의적인 우월성을 가지지

는 않음을 확인하였다. 추후 다른 유산균 균 총을 이용한 

발효검은콩의 연구와 더불어 보다 정밀한 발효를 통한 검은

콩 추출물의 성분과 조성의 변화를 바탕으로 한 모발 성장 

및 모주기 관련 연구가 이루어져야 할 것이라 생각된다.
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