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Abstract The extracted phenolic compounds from Pinus densiflora

root were examined biological activities for beauty food. The

tyrosinase inhibitory activity which was related to skin-whitening

was observed. The tyrosinase inhibitory activity was confirmed to

be 92% in ethanol extract at 50 µg/mL phenolic. The elastase and

collagenase inhibitory activity as anti-wrinkle effect were showed

61 and 78% in ethanol extract at 200 µg/mL phenolic, respectively.

Astringent effect of ethanol extract was showed to be 82% at 50

µg/mL phenolic. Hyaluronidase inhibitory activity of ethanol

extract as anti-inflammation effect was confirmed to be 94% of

inhibition at 200 µg/mL phenolic. These results demonstrated that

isolated phenolic compounds from P. densiflora root could be

expected to use as a functional cosmetic materials.
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서 론

오늘날 외모는 현대인들에게 있어서 개인이 가지고 있는 이미

지를 대표하는 중요한 요소이기 때문에 피부 관리에 대한 일반

인의 관심도가 높아지고 있다(Kim과 Yoo 2005; Lee 등, 2009).

최근에는 여성뿐 만 아니라 남성들에게도 피부 관리가 중요시

되고 있으며, 관리방법도 기본적인 화장품 사용을 비롯해 기능

성화장품, 팩이나 마사지를 통한 관리, 피부과에서의 전문적인

시술 등으로 다양화 되고 있다(Kim과 Park 2009). 피부는 조직

학적으로 표피, 진피, 피하지방의 3층으로 구성되어 있는데, 표

피는 이 중 가장 외부에 존재함으로써 피부 노화의 측면에서

가장 중요한 역할을 하며 이에 따라 피부 미용 분야에서도 가

장 집중적인 연구의 대상이 되고 있다(Rotts 1997). 표피는 연

령, 성별, 지엽적 부위, 지속적인 환경자극, 스트레스의 증가 등

의 외부자극 누적으로 인해 그 기능이나 구조에도 변화를 일으

키게 되며, 이러한 변화를 통해서 피부염증, 노화 등의 반응이

진행되고 피부 보호막으로서의 기능이 저하된다(Elias 1983;

Feingold 1997). 여기에서 말하는 각질층은 피부의 수분을 보호

하고, 전해질의 소실을 억제하는 장벽의 역할로 인해 표피의 건

조를 막고, 표피가 정상적으로 체내의 생화학적 대사를 할 수

있는 환경을 제공한다. 그리고 외부의 물리적, 화학적 손상으로

부터 인체를 보호하고, bacteria, fungi, virus 등이 피부로 침범

하는 것을 방지하는 역할을 한다(Lee 등, 1995). 피부 표면은

자외선 노출과 같은 산화적 스트레스로 인해 활성산소가 과잉

생성된다. 특히 활성 산소종 중 O2
−, OH는 피부 노화에 있어

서 매우 중요한 영향을 미치는데, 이러한 활성 산소는 피부 항

산화제 파괴, 피부 단백질의 산화, DNA 산화를 일으키고, 결합

조직 성분인 콜라겐, 히아루론산 등의 사슬 절단 및 비정상적

인 교차결합에 의한 염증, 주름, 멜라닌 생성 과정, 등에 참여

하여 피부 노화를 가속화시킨다(Joung 2010). 이에 건강에 대한
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관심이 높아지면서 피부를 유지, 관리하기 위한 화장품의 연구

가 활발히 이루어지고 있으며, 특히 식물계에 널리 분포되어 있

는 각종 생약과 식용식물로부터 추출한 페놀화합물은 안전하고

항산화 효과가 뛰어나서 천연 항산화제의 중요성이 부각되어 개

발 및 연구가 활발히 진행되고 있다(Halliwell과 Gutteridge

1990; Ramarathnam 등, 1995).

침엽수의 대표적인 소나무(Pinus densiflora Sieb. et Zucc.)는

소나무과(Pinaceae)에 속하는 상록교목으로 한국, 일본, 만주 등

에 자생하고 있으며, 국내 어느 지역에서나 널리 자라고 있는

사철 푸른나무이다(Oh 등, 1997a; b). 예로부터 소나무의 잎, 솔

방울, 꽃가루, 송진, 껍질, 뿌리 등 모든 부위가 구황식물로 이

용되었으며(Lim 등, 2002), 솔잎의 성분으로는 α-oinine, β-

pinene, camphene 등의 정유성분, ercetin, kaempferol 등의

flavonoid류, 수지 등이 함유되어 있다. 쉽게 채취할 수 있는 솔

잎은 민간요법 또는 한방에서 체내조직에서의 산화, 피부질환,

중풍을 예방하고(Boo 등, 1994), 간장질환, 위장질환, 신경계 질

환 등에 대한 효과와 동맥경화증, 고혈압, 당뇨병과 같은 노화

관련 질환을 예방하는 효능이 있는 것으로 알려져 있으며(Lee

등, 1996; Kim 등, 1997; Oh 등, 1998), 소나무 뿌리(동송근)

에 대한 건강기능식품 생리활성 연구 등이 보고되어 있다(Lee

등, 2016).

따라서 본 연구에서는 소나무 뿌리(동송근)로부터 phenolic

compounds를 추출하여 미백, 주름개선, 수렴효과 및 항염증 등

의 미용식품활성에 대한 기능성을 검정하고, 기능성 소재로의

활용가능성을 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 연구에서 사용된 동송근은 시중 한약재상에서 판매하는 건

조품을 2016년에 구입하여 40 mesh로 분쇄한 후 4 oC에서 냉장

보관하면서 시료로 사용하였다.

동송근 추출물의 제조

미용식품활성 측정을 위한 시료 추출은 전보(Lee 등, 2016)에

서 밝힌 바와 같이 water, ethanol 추출물 모두 건조된 동송근

분말 1 g을 증류수 100 mL와 70% ethanol 100 mL에 각각 첨

가하여 24시간 동안 shaking incubator에서 교반 추출하였다. 각

추출물은 Whatman No. 1 filter paper (Whatman Inc, piscataway,

NJ, USA)로 여과한 후 필요에 따라 rotary vacuum evaporator

(Eyela NE, Tokyo, Japan)에서 농축하여 시료로 사용하였다.

Total phenolic 정량

Total phenolic 정량은 추출물 1 mL에 95% ethanol 1 mL와 증

류수 5 mL를 첨가하고 1 N Folin-ciocalteu reagent 0.5 mL를

잘 섞어 5분간 방치한 후 Na2CO2 1 mL를 가하여 흡광도 725

nm에서 1시간 이내에 측정하여 gallic acid를 이용한 표준곡선

으로부터 양을 환산하였다(Folin과 Denis 1912).

Tyrosinase 저해효과 측정

Tyrosinase 저해효과 측정은 Vincent와 Hearing의 방법(1987)에

준하여 측정하였다. 반응구는 0.1 M sodium phosphate buffer

(pH 6.8) 2.3 mL와 1.5 mM L-tyrosine 기질 0.4 mL, mushroom

tyrosinase (Sigma-Aldrich Co., Louis, MO, USA, 250 U/mL)

0.1 mL와 시료 0.2 mL를 넣고 대조구에는 시료 대신 증류수를

0.2 mL를 첨가하여 37 oC에서 20분간 반응시켜 흡광도 475 nm

에서 측정하였다. 저해율(%)은 (1−시료의 absorbance/대조구의

absorbance)×100으로 계산하였다.

Elastase, collagenase 저해효과 측정

Elastase 저해효과 측정은 Kraunsoe 등의 방법(1996)에 준하여

측정하였다. 반응구는 0.2 M Tris-HCl buffer (pH 8.0) 1 mL에

0.8mM N-succinyl-(Ala)3-ρ-nitroanilide 기질 0.1 mL, 1.0 U/mL

porcine pancreatice elastase (Sigma-Aldrich Co.) 효소 0.1

mL와 시료 0.1 mL를 넣고 대조구에는 시료 대신 증류수 0.1

mL를 첨가하여 37 oC에서 20분간 반응시켜 ρ-nitroaniline 생성

량을 흡광도 410 nm에서 측정하였다. Collagenase 저해효과 측

정은 Wunsch와 Heidrich의 방법(1963)에 준하여 측정하였다. 반

응구는 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 7.5)에 4 mM CaCl2를 첨

가하여, 4-phenylazobenzyl oxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg

(0.3 mg/mL)를 녹인 기질 0.25 mL 및 시료 0.1 mL의 혼합액에

0.2 mg/mL collagenase (Sigma-Aldrich Co.) 0.15 mL를 첨가하

였으며, 대조구에는 시료 대신 증류수 0.1 mL을 첨가하여 실온

에서 20분간 방치한 후 6% citric acid 0.5 mL를 넣어 반응을

정지 시킨 후, ethyl acetate 2 mL을 첨가하여 320 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 저해율(%)은 (1−시료의 absorbance/대조구의

absorbance)×100으로 계산하였다.

수렴 효과 측정

Astringent 활성은 Lee 등의 방법(2002)에 준하여 측정하였다.

피부 단백질과 유사한 혈액 단백질(hemoglobin)을 사용하여, 원

심분리 용기에 각각의 시료와 헤모글로빈 용액을 1:1로 넣어서

진탕 혼합한 다음 2,000 rpm에서 원심분리 후 576 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 대조구는 시료 대신 증류수를 넣어 반응시켰

다. 저해율(%)은 (1−시료의 absorbance/대조구의 absorbance)×

100으로 계산하였다.

Hyaluronidase (HAase) 저해효과 측정

Hyaluronidase (HAase) 저해효과 측정은 Dorfman와 Ott의 방법

(1948)에 준하여 측정하였다. 반응구는 시료 0.5 mL에 20 mM

sodium phosphate buffer (pH 6.9)에 녹인 HAase (1,000 U/

mL) 0.5 mL을 혼합하여 38 oC에서 5분간 반응시키고 0.3 M

phosphate buffer (pH 5.3)에 녹인 기질 (4 mg/mL) 0.5 mL을

넣어 다시 38 oC에서 45분간 반응시킨 후 0.04M acetate buffer

(pH 3.75)에 녹인 알부민용액 5 mL을 첨가한 후 5분간 방치하

고 600 nm에서 투과율을 측정하였다. 대조구는 시료 대신 증류

수 0.5 mL를 넣어 반응시켰다. 저해율(%)은 (1−시료의 투과율/

대조구의 투과율)×100으로 계산하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 이상 반복 측정하였고 자료의 통계처리는

SPSS 23 for windows (Statistical Package for Social Science,

Chicago, IL, USA)를 이용하여 평균 ±표준편차 (mean ± standard
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deviation)로 표시하였고 분산분석 Duncan’s multiple range test

one-way ANOVA를 실시하여 시료간의 유의차를 p <0.05 수준

으로 비교 분석하였다.

결과 및 고찰

동송근 추출물의 tyrosinase 저해효과

Tyrosinase는 L-tyrosine과 페놀류를 산소에 의한 산화반응을 촉

매하는 효소로서, L-tyrosine에 작용해 3,4-dihydroxyp-henylalanine

이 되고 이를 거쳐 L-dopaquinone으로 전환되어 melanin 형성

에 관여하는 최종단계의 반응을 촉진하는 key enzyme으로 작

용한다. Tyrosinase는 최종 melanin 생합성 과정의 중요한 역할

을 하는 enzyme이므로 tyrosinase 억제제는 피부의 melanin 색

소생성을 조절할 수 있는 물질로 사용할 수 있다(Laskin과

Piccinini 1986). 본 실험에서는 melanin 형성에 관여하는

enzyme인 tyrosinase를 이용하여 저해효과를 측정한 결과 Fig.

1에서와 같이 동송근 water 추출물 50-200 μg/mL phenolics 농

도에서 14.8-22.3%의 tyrosinase 저해효과를 나타내었으며,

449.24 μg/mL의 EC50 값을 나타내었다. Ethanol 추출물에서는

50-200 μg/mL phenolics의 농도에서 91.8-97.7%로 매우 높은

저해효과와 102.35 μg/mL의 EC50 값을 나타내었다. 대조구로 사

용된 kojic acid는 35.2-77.0%의 저해효과를 나타내었으며, Kim

등(2011)이 한약재 추출물을 1.0 mg/mL phenolics 농도로 처리

하여 tyrosinase 저해효과를 측정한 결과 34%의 저해효과를 나

타낸 것과 비교하였을 때 동송근 추출물이 미백제로 시판 중인

kojic acid보다 더 높은 tyrosinase 저해효과를 나타내는 것을 확

인할 수 있었다. 따라서 미백제와 같이 mushroom tyrosinase에

직접적인 저해효과가 있는 미백 화장료로 활용될 수 있다고 판

단되었다.

동송근 추출물의 elastase, collagenase 저해효과

Elastin은 진피 내 피부 탄력을 유지하는데 중요한 기질 단백질

이며, elastase는 elastin을 분해하는 효소이다. 체내의 elastin을

분해하는 백혈구 과립 enzyme 중의 하나로, 이상 조직에서는

elastase의 활성이 매우 높아져 피부 주름을 유발하고 탄력성 손

실을 일으키게 된다(Dewitt 등, 1981). 그러므로 피부개선제로

서 ursolic acid, epigallocatechin gallate (EGCG) 등의 elastase

저해제는 피부 주름을 완화하는 작용을 나타낸다. 이러한 피부

주름 생성과 관련된 enzyme인 elastase 저해효과를 측정한 결과

Fig. 2-A에서와 같이 동송근 water 추출물에서는 elastase에 대

한 저해효과가 나타나지 않았으며, ethanol 추출물 50-200 μg/

mL phenolic 농도에서 28.5-61.6%의 elastase 저해효과와

162.34 μg/mL의 EC50 값을 나타내었다. Kwak 등(2005)은 약용

식물로 elastase 저해효과를 측정한 결과 대부분의 약용식물 추

출물 1.0 mg/mL 농도에서 30% 미만의 미미한 저해효과를 나

타내었으며, Kim 등(2004)은 한약재 복합 추출물 1.0 mg/mL

농도에서 64% 이상의 저해 활성을 나타내었다고 보고하여 동

송근 ethanol 추출물의 저해효과가 우수한 것을 알 수 있었다.

녹차에 함유된 polyphenol의 일종으로 시중화장품에 주름억제를

위한 agent로 사용되는 것으로 알려진 EGCG와 동송근 ethanol

추출물의 elastase 저해효과를 비교 하였을 때 동송근 추출물이

Fig. 1 Inhibitory activity of water and ethanol extracts from P. densiflora

root on tyrosinase. Means with different superscript letters are

significantly different at p <0.05 by Duncan’s multiple range tests

Fig. 2 Inhibitory activity of water and ethanol extracts from P. densiflora root on elastase (A), collagenase (B). Water extract has not shown activity on

elastase. Means with different superscript letters are significantly different at p <0.05 by Duncan’s multiple range tests
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상대적으로 다소 낮은 저해효과를 나타내었으나 처리한 phenolic

농도에 따라 농도의존적으로 저해효과가 증가하는 것을 확인할

수 있었으며, 동송근 추출물도 EGCG와 같이 elastase 저해효과

가 있다는 것을 확인하였다. 피부의 fibroblast에서 생성되는

collagen은 extracellular matrix의 주요 구성성분으로 견고한 3중

나선구조를 가지고 있는 단백질이다. 뼈와 피부의 진피(dermis)

에 높은 함량으로 분포되어 있는 collagen은 피부, 건(tendon),

뼈 및 치아의 유기 물질의 대부분을 형성한다. Collagen의 주된

기능으로는 피부의 구조적 견고함, 세포의 접착, 세포 분할과

분화, 결합조직의 저항력과 조직의 결합력을 유도 하는 역할을

담당하고 있다(Jeroma 등, 1998). 이러한 collagen은 자외선에

의한 광노화에 의해서 감소하게 되며, 또한 단백질 분해효소인

collagenase에 의해 분해되어 피부의 구조적 견고함을 유지하고

있는 다발성 나선구조를 무너뜨려 주름을 발생시킨다(Grant과

Alburn 1959; Demina과 Lysenko 1996). Collagen을 분해하는

enzyme인 collagenase를 이용하여 저해효과를 측정한 결과 Fig.

2B에서와 같이 동송근 water 추출물 50-200 μg/mL phenolics

농도에서 26.8-52.6%의 저해효과를 나타내었으며, EC50 값의 경

우 190.26 μg/mL로 확인되었다. Ethanol 추출물에서는 51.0-

77.7%의 저해효과를 나타내었고, 128.78 μg/mL의 EC50 값을 나

타내어 추출물 모두 농도의존적으로 collagenase 저해효과가 증

가하는 양상을 보여주었다. Lee 등(2004)은 유백피 추출물로

collagenase 저해효과를 측정한 결과 100 ppm에서 27.6%의 저

해효과를 나타내었으며, Barrantes과 Guinea(2003)의 알로에 추

출물 경우 37.1%를 나타내었다고 보고한 것과 비교하였을 때

동송근 추출물의 효과가 매우 우수한 것으로 판단되었다. 따라

서 동송근 추출물은 피부 탄력을 유지하는데 중요한 단백질인

elastin과 collagen을 분해하여 주름 유발에 영향을 미치는

enzyme인 elastase, collagenase를 억제하여 피부 주름개선 효과

에 긍정적인 효과를 미치는 것으로 확인되었다.

동송근 추출물의 수렴 효과

수렴작용(astringent)은 동물의 근육에 구성되어 있는 단백질인

myosin, actin, myoglobin과 혈액에 존재하는 색소 단백질인

hemoglobin과 같은 피부 단백질이 고분자 phenolic compounds

와 가교결합을 형성하게 되어 피부가 수축되는 현상을 말한다.

이러한 수렴작용은 피부와 점막의 표면에 난용성의 피막을 형

성하거나 피부조직을 조밀하게 하여 세포막으로의 투과성을 감

소시키는 역할을 한다(Tsuji 2001). 피부 단백질인 hemoglobin

을 이용하여 수렴 효과를 측정한 결과 Fig. 3에서와 같이 water

추출물에서는 1.2-7.6%로 다소 낮은 수렴 효과와 1310.62 μg/

mL의 EC50 값을 나타내었으며, ethanol 추출물에서는 50 μg/mL

phenolic 농도의 저농도에서도 81.9%와 106.43 μg/mL의 EC50

값으로 높은 수렴 효과를 나타내어 positive control로 사용한

tannic acid의 수렴 효과인 50.7-67.3%에 비해 매우 우수한 효

과를 나타내었다. 이는 Lee 등(2002)의 함초 추출물이 50%

ethanol 및 acetone 추출물에서 30%의 수렴 효과를 나타내었다

고 보고한 것과 비교하였을 때 동송근 ethanol 추출물의 수렴

효과가 우수하다는 것을 확인할 수 있었고, 피부 단백질인

hemoglobin을 수축하여 수렴작용에 효과가 있다고 판단되어 모

공 축소효과를 활용한 기능성 화장품 원료로써 활용 가능성이

기대되었다.

동송근 추출물의 hyaluronidase (HAase) 저해효과

염증반응은 자외선과 같은 외부자극에 의해서 일어나는 생체조

직의 방어반응의 한 종류로서 활성화된 면역세포에 의해 일어

나는 일련의 면역반응이다. Epidermis와 dermis에 있어서 주요

한 세포외 metrix인 hyaluronic acid (HA)는 glucuronic acid와

glucosamine이 반복해서 연결된 고분자의 점액성 mucopoly-

saccharide이다. 고분자 HA는 염증 형성의 중요 요소인

macrophage의 phagocytic ability를 저해시키지만, 저분자 HA는

inflammation, fibrosism collagen deposition을 증가시킨다고 알

려져 있다. 따라서 HA 분해효소인 HAase의 활성을 억제함으

로서 HA의 고분자 형태를 유지시켜 항염증 효과를 기대할 수

있다(Ghosh 1994; Cho과 An 2008). 염증 형성의 중요 요소인

HAase 저해효과를 측정한 결과 Fig. 4에서와 같이 water 추출

물에서는 50-200 μg/mL phenolic 농도에서 3.8-21.7%의 저해효

과를 나타내었으며, EC50 값은 460.41 μg/mL으로 나타내었다.

Fig. 3 Astringent effect of water and ethanol extracts from P. densiflora

root. Means with different superscript letters are significantly different at

p <0.05 by Duncan’s multiple range tests

Fig. 4 Inhibitory activity of water and ethanol extracts from P. densiflora

root on hyaluronidase. Means with different superscript letters are

significantly different at p <0.05 by Duncan’s multiple range tests
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Ethanol 추출물에서는 50-200 μg/mL phenolic 농도에서 32.8-

94.0%의 저해효과와 106.39 μg/mL의 EC50 값을 나타내어 100-

200 μg/mL의 고농도에서는 매우 높은 HAase 저해효과를 보여

주었다. Cho(2012)와 Cho(2014)가 보고한 숙지황 ethanol 추출

물과 미세분쇄 감국 ethanol 추출물에서 각각 5.1, 35.1%의 저

해효과를 나타내었다고 보고한 것과 비교하였을 때 동송근

ethanol 추출물의 HAase 저해효과가 우수하다는 것을 확인할 수

있었으며, 염증 유발 요소인 HAase 저해로 인한 항염증, 아토

피 억제효과를 활용하는 제품에 적용할 수 있을 것이라 판단되

었다.

초 록

소나무 뿌리(동송근)로부터 phenolic compounds를 추출 후 미

용식품활성을 검정하여 기능성 소재로 활용가능성을 살펴보았

다. 동송근에 함유된 페놀성 물질의 tyrosinase 저해효과를 측정

한 결과 50 μg/mL phenolics 농도에서 ethanol 추출물이 92%

의 tyrosinase 저해효과를 나타내었다. Elastase와 collagenase 저

해효과를 측정한 결과 200 μg/mL phenolics 농도에서 ethanol

추출물이 각각 61, 78%의 높은 저해력을 나타내어 주름개선효

과가 높았다. 수렴효과는 50 μg/mL phenolics의 저농도 ethanol

추출물에서 82%의 저해효과를 나타내었다. 염증억제효과를 나

타내는 hyaluronidase 저해효과를 측정한 결과 100-200 μg/mL

phenolic 농도의 ethanol 추출물에서 74-94%의 매우 높은 염증

억제효과를 나타내었다. 이러한 결과로 보아 동송근 추출물이

미용식품활성 또는 기능성 소재로서 활용이 가능할 것으로 판

단되었다.

Keywords 동송근·미용식품·추출물·활성
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