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  요 약 : 본 연구에서는 잣나무 잎으로 70% 에탄올 추출물과 증류수 추출물을 얻은 후 항산화 효과, 
항염증, 미백효과 등 다양한 효과를 검증하고자 연구를 수행하였다. 항산화 실험 결과, 폴리페놀, 플라보
노이드 효과에서는 폴리페놀과 플라보노이드 함량이 농도 의존적으로 증가하였다. 폴리페놀과 플라보노
이드 함량은 증류수 추출물에 비해 에탄올 추출물에서 높은 것으로 확인되었다. B16F10, RAW264.7 세
포에서 농도별로 세포독성이 나타나지 않았으며, NO 생성 억제능 측정 결과, LPS로 유도된 NO 생성
을 효과적으로 억제하여 항염증 활성이 있을 것으로 예측되었다. 멜라닌 생합성 억제능 측정결과, 유의
한 감소효과를 확인하였으며, western blot을 수행하여 MITF, Tyrosinase 단백질 발현억제 실험결과, 농
도 의존적으로 현저히 억제됨을 확인할 수 있었다. 따라서 본 연구결과로부터 잣나무 잎추출물은 화장품 
소재로서의 다양한 활용 가능성이 있을 것으로 사료된다. 

주제어 : 잣나무 잎, 항염증, 항산화, 미백, 화장품 소재

  Abstract : This study was performed to verify various effects of 70% ethanol extract and 
distilled water extract of pine leaf such as antioxidant, anti-inflammatory, skin-lightening effects 
analysis in cells. The result of antioxidant experiment showed that polyphenol content increased 
concentration dependently in polyphenol and flavonoid effects. The total content of polyphenols and 
flavonoids was much higher in ethanol extract than water extract. In all the cells of B16F10,       
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RAW264.7 cytotoxicity at each concentration level didn't appear. The result of measuring NO 
production inhibition showed that it inhibited NO production led to LPS effectively, so 
anti-inflammatory activity was confirmed. The result of measuring melanin biosynthesis inhibition 
showed that there was considerably reduction effect, but it performed western blot, and as a result 
of MITF, Tyrosinase protein revelation, the inhibition of MITF, Tyrosinase revelation was 
confirmed concentration dependently, Therefore, in this study pine leaf extract was expected to be 
used as a cosmetic ingredient. 

Keywords : Pinus koraiensis leaf,  Anti-inflammation, Anti-oxidant, Whitening, Cosmetic material

1. 서 론

  잣나무는 구과목 소나무과의 식물로 학명은 
Pinus koraiensis Siebold et Zucc 이다. 우리나라 
고유의 나무이기 때문에 영어로는 korean pine, 
나무를 베면 심재가 붉은 색이어서 홍송(紅松)이
라고도 부르며 한자명은 백자목(柏子木)잎이 다
섯 장으로 이루어져 있기 때문에 오엽송(五葉松)
이라 부른다[1]. 잣나무 잎은 짧은 가지 끝에 5개
씩 달리며, 뒷면에는 하얀 기공선이 있어 연한 
초록색을 띠며 가장자리에 잔 톱니가 있고, 잣나
무 목부의 성분으로는 5-hydroxy-7- 
methoxyflavone, chrysin, pinocembrin, galangin, 
3-hydroxy-5-methoxystilbene, pinosylvin 등의 
물질이 함유된 것으로 나타났으며[2], 미국 
Forest Farm에서 채취한 잣나무의 성분을 분석한 
결과, 잣나무 잎의 성분으로는 gallic acid, 
protocatechuic acid, vanillic acid, syringic acid, 
p-coumaric acid, scopoletin, (+)-catechin 등의 
물질이 함유된 것으로 보고되었다[3, 4]. 잣나무 
잎은 목재나 잣 생산뿐만 아니라 활엽수에 비해 
많은 피톤치드를 만드는 것으로 알려져 있어 휴
양과 산림치료를 위한 삼림욕장으로도 각광을 받
고 있다. 잣나무에서 피톤치드(phytoncide)라는 
물질을 만들어내고, 이는 스트레스를 해소시키는 
효과가 있는 것으로 알려져 있다. [5] 연구에 따
르면 피톤치드요법으로 인체생리대사에 대한 치
유 효과를 연구한 결과 뇌파와 혈압과 맥박 이완 
작용 및 스트레스 감소, 심리적인 안정 증강되는 
효과가 있다고 보고되고 있으며, 항염증, 살균, 
탈취, 신경 안정 등 독특한 약리작용 효과[6], 노
화방지와 콜레스테롤 저하에도 뛰어난 효과를 나
타내는 것으로 보고된 바 있다[7]. 

  잣나무 잎의 대표적 물질 gallic acid를 도토리
에서 분리하여 항산화 효과를 측정한 결과[8], 
gallic acid의 함량이 높아질수록 항산화능이 높아
짐을 확인할 수 있었고, syringic acid는 페놀성 
화합물로 syringic acid의 에스테르 유도체인 
phenylethanoid glycoside는 우수한 항산화 효능
을 가진다고 보고하고 있으며[9], (+)-Catechin은 
flavan-3-ol이라 불리는 화합물로 대표적인 폴리
페놀 그룹에 속하며, 항산화 활성 및 항염증 활
성 등 다양한 효능을 나타내는 것으로 알려져 있
다[10, 11]. 이 외에도 잣나무 잎의 건조방법에 
따라 주름 개선 및 미백 등 우수한 효과를 나타
내었다고 보고하였다[12]. [13]의 연구에 따르면 
잣은 수확 후 잣 알갱이만 식용으로 사용 후, 잣 
구과피 등 그 외의 부산물은 그대로 버려져 환경 
오염원으로 방치되고 있기 때문에 효과적인 재활
용 방법에 대한 연구가 필요한 실정이다. 국내에
서 생식하는 침엽수 중 잣나무가 비교적 많이 분
포하고 있으며, 생산하고 난 부산물인 잣나무 잎
을 활용한다면, 환경 오염원의 배출량 감소 효과 
등 의미 있는 가치 있는 활용 방안과 잣을 생산
하고 난 부산물인 잣나무 잎을 활용한 2차 생산
물로서의 활용이 기대된다. 잣 부산물을 이용한 
다양한 연구와 잣나무 잎을 이용한 기능성 화장
품 제조 및 개발을 위한 다양한 유효성 평가가 
필요하다. 따라서 본 연구에서는 잣나무 잎으로부
터 70% 에탄올 추출과 증류수 추출 후 두 가지 
추출물을 획득 하여 항산화 효과, 미백효과, 항염
증효과 등 다양한 효과를 살펴보고자 한다. 이에 
본 연구에서는 잣나무 잎의 세포생리활성 및 향
후 화장품 기능성 소재로서의 개발 가능성을 제
시하고자 한다.  
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2. 실 험

2.1. 실험 재료 

  2.1.1. 시약 및 기기
  본 실험에서 사용된 시약은 Folin-Ciocalteau's 
phenol reagent, Potassium acetate, Aluminum 
nitrate, Caffeic acid, Quercetin, DPPH 
(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl), NR solution, 
Griess reagent, COX-2 primary antibody 
(Santa Cruz, USA), NR solution, griess 
reagent, EZ-Cytox, ascorbic acid,PBS 
(phosphate buffered saline solution), DCF-DA 
(dichlorofluorescein diacetate), anti-mouse Ig 
G-Ab, primary antibody (β-actin primary 
antibody)들은 Sigma-Aldrich (USA)로부터 구입
하여 사용하였다. 

  2.1.2. 재료 및 추출 
  본 연구에 사용된 잣나무 잎은 2016년 10월 
초 가평군 일대 간별 지역에서 잣나무 잎을 채취
하여 실험재료로 사용하였다. 시료의 추출은 
70% 에탄올과 증류수를 시료 무게의 10배를 가
하여 실온에서 72시간 방치하였다. 72시간 후 얻
어진 추출물의 상층액을 정제 후, 추출액만을 분
리하기 위하여 원심분리(FinePCR, Korea)를 하
였다. 여과지(Whatman®No.2filter papers; GE 
Healthcare Life Sciences, UK)를 이용하여 여과
한 후 추출용매인 에탄올을 제거하기 위하여 감
압농축기(Korea Bio-Tech Co., Ltd, Eyela)를 통
해 에탄올과 증류수를 제거한 뒤 동결 건조하여 
최종 추출물을 얻어 본 실험에 사용하였다.

  2.1.3. 세포주 및 세포 배양 
본 실험에 사용한 세포주인 B16F10 

melanoma, RAW264.7 macrophage 세포는 한국
세포주은행(Korean Cell Line Bank, Korea)에서 
구입하여 사용하였으며, high glucose Dulbecco's 
modified Eagle's medium (DMEM, Hyclone, 
USA) 배지에 10% fetal bovine serum (FBS; 
Sigma-Aldrich, USA)와 1% penicillin/ 
streptomycin (100 IU/ 50 μg/mL, Sigma- 
Aldrich)이 첨가하여 37°C로 유지되는 5% CO2 
습윤 배양기(Jeio Tech, korea)에서 배양하였다.

2.2. 실험 방법  

  2.2.1. 총 폴리페놀 함량
  총 폴리페놀 함량 측정은 Association of 
Official Agricultural Chemists(AOAC)의 
Folin-Denis 방법을[14] 수정하여 Folin- 
Ciocalteau’s phenol reagent가 시료의 페놀성 화
합물에 의해 환원되면, 몰리브덴 청색
(molybdenum blue)으로 발색되는 원리를 이용하
여 정량하였다[15]. 시료를 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 
mg/mL의  농도별로 희석한 후 시료 400 μL와 
Folin-Ciocalteau’s phenol reagent 400 μL를 
혼합하여 3분 간 실온에서 반응시켰다. 반응시킨 
후 10% Na2CO3를 400 μL를 혼합하여 암실에
서 60분 반응시킨 후 상등액 200 μL씩 96 well 
plate에 분주하여 760 nm에서 흡광도를 측정하
였다. 동일한 조건으로 3회 반복적으로 실험하여 
평균값을 측정하였으며, 표준물질 caffeic acid를 
사용하였다. 잣나무 잎 추출물에 함유된 총 폴리
페놀 함량은 Caffeic acid (0∼100 μg/mL)의 만
들어진 표준곡선 sample의 흡광도 값(Y축)을 대
입하여 농도(X축)를 정하였다. 표준물질 농도를 
X축, 피크 면적을 Y축으로 하여 검량선을 작성
하였으며, 각각의 폴리페놀 성분에 대하여 작성된 
검량선식은 직선을 나타내는 상관계수(R2)값을 
0.9905로 직선성을 나타내어 표준곡선으로 사용
하였다(Fig. 1). 
  

   Fig. 1. Standard curve of caffeic acid 
          polyphenol content (R2= 0.9905)

  2.2.2. 총 플라보노이드 함량
  총 플라보노이드 함량 측정은 Moreno et al. 
(2000) 방법[16]을 수정 및 변형하여 측정하였다. 
잣나무 잎 추출물을 0.5, 1, 2.5, 5 mg/mL로 희
석한 후 시료 100 μL 와 10% Al(NO3)3 20 μ
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L, 1 M CH3COOK 20 μL, ethanol 860 μL를 
차례로 혼합하여 실온에서 40분 간 방치 후 원심
분리기 (FinePCR, Korea)로 부유물을 가라앉힌 
후 96 well plate에 200 μL씩 분주하여 415 nm
에서 흡광도를 측정하였다. 동일한 조건으로 3회 
반복적으로 실험하여 평균값을 측정하였으며, 표
준물질 quercetin을 사용하였다. 잣나무 잎 추출
물에 함유된 총 플라보노이드 함량은 Quercetin 
(0∼100 μg/mL)의 만들어진 표준곡선에 sample
의 흡광도 값(Y축)을 대입하여 농도(X축)를 정하
였다. 표준물질 농도를 X축, 피크 면적을 Y축으
로 하여 검량선을 작성하였으며, 각각의 플라보노
이드 성분에 대하여 작성된 검량선식은 직선을 
나타내는 상관계수(R2)값이 0.9897의 우수한 직
선성을 나타내어 표준곡선으로 사용하였다(Fig. 
2). 

Fig. 2. Standard curve of quercetin flavonoid 
content (R2= 0.9897)

  2.2.3. NR assay를 이용한 세포 생존율 측정
  잣나무 잎 추출물이 세포 생존율에 미치는 영
향을 알아보기 위하여 neutral red (NR) assay를 
이용하여 분석 및 측정하였다[17]. B16F10 세포
와 RAW 264.7 세포를 96 well plate에 당 
3×104cells/well의 농도로 분주하여 24시간 배양 
후 잣나무 잎 추출물을 5, 10, 20, 50, 100 μ
g/mL의 농도로 희석하여 각 well plate에 처리하
여 48시간 동안 배양하였다. 48시간 후 무 혈청 
배지에 1% NR solution (Sigma-Aldrich) 용액
이 첨가된 배양액으로 교환하여, 3시간 동안 배
양한 후 Phosphate buffered saline (PBS; 
Sigma-Aldrich, USA)에 10% formaldehyde 
(Sigma-Aldrich, USA)용액을 첨가하여 각 well에 
100 μL씩 분주하여 20분 동안 고정하였다. NR 
desorb solution (1% glacial acetic acid 
(Sigma-Aldrich, USA), 49% ethanol (Duksan, 

Korea), 50% distilled water)을 각 well에 100 
μL씩 분주하여 세포 내의 NR을 추출한 다음 
microplate reader (Synergy HT, BioTek 
Instruments, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광
도를 측정하였다. 본 실험의 세포 생존율은 다음
의 식에 따라 산출하였다.

세포 생존율(%)=

시료첨가군의 흡광도(540 nm) ☓ 100
시료무첨가군의 흡광도(540 nm)

  2.2.4. Nitric oxide (NO) 생성 억제능 측정 
잣나무 잎 추출물의  NO 생성 억제능은 세포 

배양액내 NO양을 nitrite (NO2
-)와 nitrate 

(NO3
-) 형태로 측정하는 Green et al. (1982)의 

방법[18]을 이용하여 측정하였다. RAW 264.7 
세포를96 well plate 에 well당 5×104cells/well 
의 농도로 분주하고, 24시간 동안 배양 후 배지
를 제거한 다음  lipopolysaccharide (LPS) 1 μ
g/mL 농도로 처리된 배지에 잣나무 잎 추출물 
시료를 5, 10, 20, 50, 100 μg/mL의 농도로 처
리하여 48시간 동안 배양하였다. 배양된 세포 배
양 상층액 100 μL과 Griess reagent 
(Sigma-Aldrich, USA) 100 μL을 새로운 96 
well plate에서 혼합하여 차광된 상태에서 10분 
반응시킨 후 microplate reader를 이용하여 540 
nm에서 흡광도를 측정하였고 LPS 처리군과 무처
리군과 비교하여 백분율로 표시하였다. NO 생성 
억제능은 다음의 식에 따라 산출하였다.        

NO 생성 저해능(%) = 

시료첨가군의 흡광도(540 nm)
× 100

시료무첨가군의 흡광도(540 nm)

  2.2.5. 멜라닌 생합성 억제능 측정
  멜라닌 생합성 억제능은 B16F10 melanoma 세
포를 이용하여 측정하였다[19]. B16F10 세포를 
96 well plate 에 각 well 당 2×103cells/well의 
농도로 분주하고 24시간 동안 배양하였다. 배양 
후 멜라닌 생성을 촉진하기 위하여 FBS 와 α
-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH; 
Sigma-Aldrich, USA) 100 nM가 포함된 배지로 
교체하였고, 각 시료를 5, 10, 20, 50, 100 μ
g/mL의 농도로 처리하여  배양하였다. 멜라닌 
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생성량은 microplate reader를 이용하여 405 nm
에서 흡광도를 측정하였고, 멜라닌 생성 억제량은 
α-MSH 10 nM로 처리한 대조군과 비교하여 
백분율로 표시하였다. 멜라닌 생합성 억제능은 다
음의 식에 따라 산출하였다.

멜라닌 생합성 억제능(%) = 

시료첨가군의 흡광도(540 nm)
× 100

시료무첨가군의 흡광도(540 nm)

  2.2.6. Western blotting
  잣나무 잎 추출물에 대한 B16F10 melanoma 
세포 내 MITF, tyrosinase 활성 억제능을 확인하
기 위해 Western blotting을 실시하였다. B16F10 
melanoma 세포를 1.5×105cells/well의 농도로 
분주하여 24시간 동안 배양한 후 B16F10 
melanoma 세포에 α-MSH 100 mM이 처리된 
DMEM 배지에 각각 B16F10 melanoma 세포에 
시료 25, 50 μg/mL 농도로 처리한 다음 48시간 
배양한 세포를 수확하여 PBS로 세척 후 
radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer 
[50 mM Tris-Cl (0.2% Tween 20, pH 7.5), 
50 mM sodium chloride (NaCl), 1% NP-40, 
0.5% sodium deoxycholate (C24H39NaO4), 
0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), protease 
inhibitor cocktail; Roche, Switzerland]로 첨가
하여 세포를 용해한 후 상등액을 회수하였다. 단
백질을 변성시키기 위하여 SDS buffer[14.4 mM 
2-mercaptoethanol, 60 mM Tris (pH 6.8), 
25% glycerol, 2% SDS, 0.1% bromophenol 
blue]를 첨가한 후 sodium dodecyl sulfate- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
를 이용하여 단백질을 분자량별로 분리하였다. 분
리된 단백질은 100 V의 조건에서 nitrocellulose 
membrane (Whatman, GE Healthcare Life 
Sciences, UK)으로 transfer한 다음 membrane에 
옮겨진 단백질을 5% skin milk 용액에서 
blocking 한 후 1× tris-buffered saline with 
tween 20 [TBST; 150 mM NaCl, 10 mM 
Tris-Cl (0.2% Tween 20, pH 7.5)]에 희석한 
β-actin primary antibody, anti-MITF 
antibody produced in rabbit, anti-tyrosinase 
antibody produced in mouse를 처리하고 24시간 
동안 교반하였다. Secondary antibody는 
anti-mouse IgG antibody, anti-rabbit IgG 

antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA)을 
사용하여 30분 교반하였으며, 교반이 완료된 
membrane은 mixture of tris-buffered saline 
(TBS) and Tween 20 (TBST; 150 mM NaCl, 
10 mM Tris-Cl)로 세척하였다. 세척이 완료된 
후 실험용 필름(Konica Minolta, Japan)에서 
SuperSignal®WestPicoChemiluminescent 
Substrate (Pierce, Thermo Fisher Scientific, 
USA)을 처리하여 필름에 감광을 유도한 다음 암
실에서 자동현상기(QX-130II, Konica Minolta)
를 이용하여 현상하였다. 현상된 필름상의 단백질
양은 ImageJ (National Institutes of Health, 
USA)를 이용하여 band 농도차이를 비교하였다.

  2.2.7. 통계처리
  본 실험의 연구 결과는 평균±표준편차
(mean±standard deviation, M±SD)로 표기하였
으며, 통계 처리는 Statistical Package for the 
Social Sciences (SPSS) window version 17.0 
(IBM, USA)을 이용하여 분석하였다. 유의성 검
증은 Student’s t-test를 실시하였고, p값이 0.05 
미만일 때 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으
로 판정하였다. 모든 실험은 동일한 조건하에 독
립적으로 3회 이상 실시하여 실험 결과를 얻어 
분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 잣나무 잎 추출물의 항산화 효과 측정

    결과

  3.1.1. 총 폴리페놀 함량 
다양한 천연물로부터 분리된 천연 항산화제로

는 ascorbic acid, tocopherols, carotenoids, 
maillardreaction products, aminoacids, peptides, 
phospholipids 및 폴리페놀과 플라보노이드 등이 
있다[20]. 잣나무 잎 70% 에탄올 추출과 증류수 
추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정하기 위하여 
0.05, 0.1, 0.25, 0.5, mg/mL의 농도로 실험하였
고, caffeic acid를 표준 용액으로 하여 작성한 검
정 곡선으로부터 각 추출물의 총 폴리페놀 함량
을 환산하였다. 실험 결과 0.5 mg/mL의 농도의 
증류수 추출물에서 잣나무 잎 추출물의 총 폴리
페놀 함량은 43.10 mg/100 g, 70% 에탄올 추출
물의 경우 185.74 mg/100 g 으로 잣나무 잎 에
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탄올 추출물의 총 폴리페놀 함량이 증류수 추출
물에 비해 4배 이상 높은 것으로 확인되었다(Fig. 
3). 70% 에탄올 추출물에서의 총 폴리페놀 함량
이 농도 의존적으로 증가하였으며 이와 같은 결
과는 70% 에탄올 추출물에서 보다 높은 결과가 
확인되었는데 유기용매로 추출하는 것이 증류수
를 용매로 하여 추출하였을 때 보다 잣나무 잎의 
총 폴리페놀 함량이 극성용매 용해도가 높은 것
으로 사료된다.

Fig. 3. Total polyphenol content of Pinus 
koraiensis Siebold et Zucc leaf extract. 
Values represent mean ± standard 
deviation of three measurements. 
PKLW: Pinus koraiensis leaf distilled 
water extract, PKLE: Pinus koraiensis 
leaf 70% ethanol extract. 

  3.1.2. 총 플라보노이드 함량 
 잣나무 잎 추출물의 총 플라보노이드 함량을 

측정하기 위하여 증류수 추출과 70% 에탄올 추
출의 방법으로 0.5, 1, 2.5, 5 mg/mL의 농도로 
실험에 사용하였고 quercetin을 표준 용액으로 하
여 작성한 검정 곡선으로부터 각 추출물의 총 플
라보노이드 함량을 환산하였다. 실험 결과, 잣나
무 잎 증류수 추출물에 5 mg/mL 농도에서 총 
플라보노이드 함량은 24.70 mg/100 g, 70% 잣
나무 잎 에탄올 추출물은 37.94 mg/100 g으로, 
70% 에탄올 추출물의 총 플라보노이드 함량이 
증류수 추출물에 비해 1.5배 이상 높은 것으로 
확인되었다(Fig. 4). 두 가지 추출물 모두에서 농
도별로 플라보노이드의 함량이 조금 증가하는 양
상을 나타내었다. 이와 같은 결과는 추출 용매에 
따라 유효성분의 용출량이 70%에탄올 추출물에
서 더 많이 함유하는 것으로 사료된다.

Fig. 4. Total flavonoid content of  Pinus 
koraiensis Siebold et Zucc leaf extract. 
Values represent mean ± standard 
deviation of three measurements. 
PKLW: Pinus koraiensis leaf distilled 
water extract, PKLE: Pinus koraiensis 
leaf 70% ethanol extract. 

3.2. 잣나무 잎 추출물의 항염증 효과 측정

     결과

  3.2.1. RAW 264.7 세포에 대한 세포 생존율 
측정  

  Nutral red (NR) assay는 lysosome에 대한 세
포 소기관의 독성을 규명할 수 있는 방법[17]으
로 주로 독성물질 검정을 위한 방법으로 사용되
고 있다. 본 연구에 사용한 마우스 대식세포인 
RAW 264.7 세포에서 잣나무 잎 추출물이 세포 
생존율에 미치는 영향을 알아보기 위하여 증류수
를 이용한 잣나무 잎 추출물과 70% 에탄올을 이
용한 잣나무 잎 추출물을 각각 5, 10, 20, 50, 
100 μg/mL의 농도로 처리하고, 48시간 배양하
여 NR assay를 실시하였다. 실험 결과, 잣나무 
잎 증류수 추출물은 5, 10, 20, 50, 100 μg/mL 
농도까지 86% 이상의 세포 생존율을 나타났으
며, 100 μg/mL에서 세포 생존율이 13.9% 감소
함을 확인하였다. 잣나무 잎 70% 에탄올 추출물
의 경우 5, 10, 20, 50, 100 μg/mL 농도까지 
77% 이상의 세포 생존율을 나타났으며, 100 μ
g/mL에서 세포 생존율이 22.2% 감소함을 확인
하였으나 (Fig. 5) 세포 생존율에 크게 영향을 주
지 않는다고 판단하여 100 μg/mL 이하의 농도 
범위에서 실시하였다. 
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Fig. 5. Effect of Pinus koraiensis Siebold et 
Zucc leaf extract on cell viability in 
RAW 264.7 cells. Values represent 
mean ± standard deviation of three 
measurements. PKLW: Pinus koraiensis 
leaf distilled water extract, PKLE: Pinus 
koraiensis leaf 70% ethanol extract. 

  3.2.2. RAW 264.7 세포에 대한 NO 생성 
       억제능 측정

활성 질소종(reactive nitrogen species)의 하나
이며, 최근 염증 반응의 중요한 작용인자로 알려
진 NO 생성 저해에 미치는 잣나무 잎 추출물의 
효과를 알아보기 위하여, RAW 264.7 세포에 염
증 매개 물질인 LPS를 처리하여 NO 생성을 유
도시킨 후 증류수를 이용한 잣나무 잎 추출물과 
70% 에탄올 추출물을 각각 5, 10, 20, 50, 100 
μg/mL 농도별로 RAW 264.7 세포에 처리하여 
NO 생성 억제능을 측정한 결과를 Fig. 6에 나타
내었다. LPS 처리군에 비해 잣나무 잎 증류수 추
출물은 100 μg/mL에서 21.45% 감소하였고, 잣
나무 잎 70% 에탄올 추출물의 경우 100 μ
g/mL에서 25.62%의 NO 생성 억제율이 유의성 
있는 결과를 나타내었다. 이와 같은 결과는 인진
호 추출물과 같은 농도에서 농도 의존적으로 NO 
생성 억제에 효과가 있다는 연구와[21] 일치하였
다. 항염증 효능에 대한 작용은 여러 연구에서 
증명되었고, 플라보노이드가 lipoxygenase와 
cycloxygenase pathway를 억제[22, 23], free 
radical 생성을 억제[24], histamine 유리 억제
[25], 과민 반응 억제[26] 등의 연구결과들이 발
표되어있고, 이와 같은 결과는 잣나무 잎의 높은 
플라보노이드 성분이 NO 생성 억제와 관련 있다
고 보여 진다. 

Fig. 6. Inhibitory effect of Pinus koraiensis 
Siebold et Zucc leaf extract on 
LPS-induced NO production by RAW 
264.7 cells. Result is represented as 
mean ± SD. *p<0.05, **p<0.01. LPS:  
lipopolysaccharide. PKLW: Pinus 
koraiensis leaf distilled water extract, 
PKLE: Pinus koraiensis leaf 70% 
ethanol extract. 

3.3. 잣나무 잎 추출물의 항멜라닌 효과 측정 

     결과

 
  3.3.1. B16F10 세포에 대한 세포 생존율 측정
 본 연구에 사용한 마우스 피부 유래 멜라닌 형

성 세포인 B16F10 세포에 대한 잣나무 잎 추출물
이 세포 생존율에 미치는 영향을 알아보기 위하여 
증류수와 70% 에탄올을 추출물을 이용하여 각각 
5, 10, 20, 50, 100 μg/mL의 농도로 처리하고, 
48시간 배양하여 NR assay를 실시하였다. 실험 
결과, 잣나무 잎 증류수 추출물 5, 10, 20, 50, 
100 μg/mL 농도까지 86% 이상의 세포 생존율을 
나타냈으며, 잣나무 잎 70% 에탄올 추출물의 경
우 5, 10, 20, 50, 100 μg/mL에서 87% 이상의 
세포 생존율이 나타나 모든 농도에서 세포 독성이 
나타나지 않는 것을 확인하였다(Fig. 7). 

  3.3.2. B16F10 세포에 대한 멜라닌 생합성
       억제능
  잣나무 잎 추출물의 멜라닌 생합성 억제 효과
를 확인하기 위해 α-MSH에 의해 유도된 
B16F10 세포에 잣나무 잎 추출물을 농도별로 처
리하여 멜라닌 생합성 억제능을 측정하였다(Fig. 
8). α-MSH 10 nM을 처리한 B16F10 세포에 
멜라닌 생성을 유도시켜 70% 에탄올로 추출한 
잣나무 잎 추출물과 증류수를 이용한 잣나무 잎 
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(A)                                     (B)

Fig. 9. Effect of Pinus koraiensis Siebold et Zucc leaf extract on the MITF and tyrosinase 
expression in B16F10 melanoma cells. Result is represented as mean ± SD.           

       ***p<0.001, α-MSH: α-melanocyte stimulating hormone. PKLE: Pinus koraiensis 
leaf 70% ethanol extract. (A): Image, (B): Graph

추출물을 5, 10, 20, 50, 100 μg/mL의 농도로 
처리한 후 양성 대조군 arbutin을 사용하여 멜라
닌 세포에 의해 생산된 멜라닌 생성량을 비교하
였다. 증류수 추출물의 경우 별다른 변화가 없었
고, 70% 에탄올 추출물의 경우 멜라닌 생합성을 
억제하여 50, 100 μg/mL의 농도에서 14.39%, 
17.68%의 유의한 감소효과를 확인하였다. α
-MSH 단독 처리한 negative control과 비교했을 
때 잣나무 잎 추출물의 미백효과는 약하다는 것
을 확인 할 수 있었다.

Fig. 7. Effect of Pinus koraiensis Siebold et 
Zucc leaf extract on cell viability in 
B16F10 cells. Values represent mean 
± standard deviation of three 
measurements. PKLW: Pinus koraiensis 
leaf distilled water extract, PKLE: 
Pinus koraiensis leaf 70% ethanol 
extract. 

Fig. 8. Inhibition of melanin synthesis in 
B16F10 melanoma cells treated with 
Pinus koraiensis Siebold et Zucc leaf 
extract. Result is represented as mean 
± SD. *p<0.05, **p<0.01. PKLW: 
Pinus koraiensis leaf distilled water 
extract, PKLE: Pinus koraiensis leaf 
70% ethanol extract.

  3.3.3. B16F10 세포에 대한 MITF, Tyrosinase 
활성 억제능 측정

  멜라닌 생성 신호전달 경로는 cAMP/PKA 경
로 외에도 diacylglycerol/protein kinase A 
(DAG/PKA)경로와 Ras활성에 의존적인 MAPK 
등의 경로가 존재한다[27]. ERK는 membrane- 
to-nucleus 신호를 통해 세포의 증식, 분화에 관
여하며, ERK의 활성은 MITF의 serine 73을 인
산화시킴으로써 ubiquitin-denpendent 
proteasome pathway를 통해 MITF의 분해를 유
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도하고 그 결과 tyrosinase의 전사가 저해된다고 
알려져 있다[28]. 잣나무 잎 추출물의 MITF, 
tyrosinase의 발현 억제를 확인하기 위해 멜라닌 
생합성 자극 호르몬인 α-MSH 10 nM을 멜라
닌 형성세포 B16F10 세포에 처리하였다. 잣나무 
잎 추출물을 25, 50 μg/mL의 농도별로 처리한 
후 Western blot을 이용하여 MITF, tyrosinase의 
활성억제 효과 결과를 Fig. 9에 나타내었다. 실험 
결과, 잣나무 잎 추출물의 MITF 억제 효과는 50 
μg/mL 농도에서 48% 활성 억제 효과로 
p<0.001 유의한 결과를 나타냈다. tyrosinase의 
경우 같은 농도에서 33% 활성 억제 효과를 확인
하였다. 이와 같은 결과는 잣나무 잎 추출물이 
단백질 발현을 억제하여 멜라닌 생성 억제 효과
가 있으므로 미백 기능성 화장품의 원료로서 사
용 가능하다고 사료된다.

4. 결 론

  본 연구에서는 잣나무 잎 추출물에 대한 화장
품소재로서 활용 가능성을 검토하고자 하였다. 잣
나무 잎  추출물의 항산화 활성 및 피부 세포 활
성에 대한 결과는 다음과 같다. 

  1. 잣나무 잎 70% 에탄올 추출물에서 폴리페
놀과 플라보노이드 모두 우수한 항산화력을 
확인하였고, 뛰어난 항산화 효과로 피부 노
화에 도움이 될 것으로 개발 가능성이 확인
되었다.

  2. RAW 264.7, B16F10 세포의 세포 생존율 
및 세포독성을 확인한 결과 5~100 μg/mL 
농도까지 처리한 모든 농도의 증류수 추출
과 70% 에탄올 추출 방법 모두에서 세포독
성이 나타나지 않았으며, 높은 생존율을 확
인하였다. 

  3. 잣나무 잎 추출물 두 가지 추출 방법 모두
에서 NO생성 억제효과를 확인하였으며, 특
히 70% 에탄올 추출물 50, 100 μg/mL 에
서 유의하게 억제 하여 NO생성 억제와 항
염 작용으로 항염증 제재의 개발 가능성 확
인하였다.

  4. 70% 에탄올 잣나무 잎 추출물의 MITF 억
제 효과는 50 μg/mL 농도에서 48% 활성 

억제 효과를 확인하였고, tyrosinase의 경우 
같은 농도에서 33% 활성 억제 효과로 단백
질 발현을 억제하여 멜라닌 생성 억제효과
가 있으므로 미백 기능성 화장품의 원료로
서 사용 가능성을 확인하였다.

  본 연구 결과를 종합적으로 고려해볼 때, 잣나
무 잎 추출물은 항산화 활성, 항염증 및 미백개
선 효과를 확인하여, 이상의 결과로 잣나무 잎 
추출물을 기능성 화장품 소재로서의 활용 가치가 
있을 것으로 사료된다. 
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