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  요 약 : 본 연구는 갈근 추출물의 항산화 활성 및 멜라닌세포 효과를 평가하기 위하여 총 폴리페놀 
함량, 총 플라보노이드 함량, DPPH radical 소거 활성을 통하여 항산화 활성을 살펴보고, B16F10 
melanoma 세포에 대한 세포 독성 및 멜라닌 생합성 억제능 효과를 측정하였다. 연구 결과 B16F10 
melanoma 세포에 대해 독성을 나타내지 않았으며, B16F10 melanoma 세포에 α-MSH로 멜라닌 생성
을 유도한 후 멜라닌 생합성 억제능을 측정한 결과 멜라닌의 생성 증가가 농도 의존적으로 억제되는 것
을 확인하였다. 항산화 활성에 대한 결과로는, 갈근 추출물은 폴리페놀과 플라보노이드의 함량이 높아 
추출물의 농도가 증가함에 따라 DPPH radical 소거 활성이 증가되는 것을 확인하였다. 이와 같은 결과
를 통하여 갈근 추출물이 항산화 활성과 멜라닌세포 대한 멜라닌생성억제 효과가 뛰어나고 피부 세포에 
대한 독성이 낮으며, 피부의 멜라닌 세포에 대한 안전성이 확인됨에 따라 화장품 소재로서의 가능성을 
확인하였다. 

주제어 : 갈근, 항산화 활성, 화장품, 멜라닌세포, 플라보노이드

  Abstract : This study investigated antioxidation activity through the content of total polyphenol, 
that of flavonoid and DPPH radical scavenging activity and measured the cytotoxicity against 
B16F10 melanoma and inhibiting function of melanin biosynthesis to evaluate antioxidation activity 
and melanocyte effect of pueraria lobata root extract. As the results of study, it was recognized 
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that the toxicity did not show against B16F10 melanoma and the increase of generating melanin 
was inhibited as the results of measuring the inhibition function of melanin biosynthesis after 
inducing the generation of melanin by α-MSH against B16F10 melanoma cell. The high contents 
of polyphenol and flavonoid was found as the contents of pueraria lobata root extract increases 
and DPPH radical scavenging activity as the results of antioxidation activity. Through this study, it 
was recognized that pueraria lobata root extract has the feasibility that can be used as the material 
of cosmetics as it has the excellent effect of antioxidation activity and inhibiting the generation of 
melanin against melanocyte, low toxicity against skin cell and its safety against melanocyte of skin 
was found.  

Keywords : Pueraria lobata, Antioxidant, Cosmetics, Melanocyte, Flavonoid

1. 서 론

인체의 노화 요인에는 다양한 요인이 있지만 
그 중 환경적인 요인을 무시할 수 없으며, 특히 
활성산소는 세포의 파괴, 피부질환 및 피부노화 
여러 가지 형태로 노화를 촉진시키고 질병을 유
도하는 원인중 하나로 알려지고 있다. 이러한 활
성산소를 제거하기 위한 한약재 등 여러 가지 추
출물들이 검증되어 사용 중인 생약 추출물을 활
용한 항산화에 대한 연구가 활발히 진행되고 있
다[1]. 고령화 시대로 접어들면서 건강하고 생활
수준의 향상과 더불어 나이를 먹는 것에 대한 인
식이 많이 바뀌고 있으며, 기능성 식품분야와 화
장품분야의 시장 규모가 확대되고, 천연물을 활동
한 연구는 꾸준히 진행되고 있다[2]. 항산화제로 
사용되는 페놀계 합성 항산화제인 BHA 
(butylated hydroxyl anisol)와 BHT(butylated 
hydroxyl toluene)는 효과 대비 경제성과 안전성
으로 널리 사용하고 있다[3]. 항산화 기능을 가지
는 화합물은 polyphenol 물질들로써 천연 항산화
제로 알려져 있으며, 이러한 polyphenol 화합물
은 주로 항산화 활성과 금속 복합체를 형성하는 
기능을 갖고 있다[4]. 천연물에 존재하는 대표적
인 항산화 물질로는 6가지가 있다. 이는 
lutathione[5], ascorbic acid[6], flavonoids[7], 
tocopherol[8], carotenoids[9], phenolic 
compounds[10] 등 알려져 있으나, 일부의 물질
을 제외하고는 실용적으로 사용되는 경우는 없기 
때문에 효과적인 항산화제 개발을 위해서는 독성
이 낮은 천연물이 보다 광범위한 연구가 필요한 

실정이며, 항산화 성분은 높고, 경제적이고 안전
한 천연 항산화제의 개발에 관심도가 증가 하고 
있다[11].

본 연구 사용한(Pueraria Lobata)은 예로부터 
식용으로 응용되어 왔으며, 다년생 콩과
(Leguminosae)에 속하는 칡의 주피를 제거한 것
으로 發表透疹, 生津, 止瀉의 효능이 알려져있다
[12]. 이외에도 혈압작용[13], 항염증효과[14], 항
산화효과[15], 해열작용[16], 간보호작용[17], 골
다공증[18] 등에 효과가 있는 것으로 보고되어 
있다. 주 성분으로는  irisolidone, genistein, 
daidzein, biochanin A  등의 isoflavonoid계열의 
화합물과 quercetin등의 flavonoid 계열화합물이
며[19], 특히 flavonoid 계열의 화합물들은 관상 
동맥 확장 작용, 동맥 경련을 막아주며 물에 달
인 물은 혈압 강하작용을 알코올추출물은 해열작
용을 가진다고 알려져 있다[20, 21]. 이외에도 
oleanene-type의 triterpene glycoside로서, 
kudzusaponins A1, A2, A3가 보고되어 있으며, 
soyasaponin 등이 함유되어 있다[22]. 한방에서는 
칡뿌리를 절편으로 해서 말린 것을 갈근이라고 
하여 소염, 해열, 진통 등에 활용된다[23]. 본 연
구에서는 갈근 추출물의 총 플라보노이드 함량, 
DPPH radical 소거능, 총 폴리페놀을 통한 항산
화 활성을 알아보고, B16F10 melanoma 세포에 
대한 세포 독성 및 멜라닌 생합성 억제능 효과를 
살펴보고자 한다. 건강 기능식품 연구 및 화장품 
기능성 소재 개발의 목적으로 이들의 소비 효율
성을 높이고 이에 기초자료를 제시함으로써 천연 
항산화제의 이용 가능성을 검토하고자 하였다. 
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2. 실 험

2.1. 실험 재료 

  2.1.1. 시약 및 기기
  본 실험에서 사용된 시약은 다음과 같다. 세포
실험에 사용된 시약 ascorbic acid, NR solution, 
Folin-Denis reagent, caffeic acid, potassium 
acetate, aluminum nitrate, 1,1-diphenyl-2- 
picryl-hydrazyl, PBS (phosphate buffered saline 
solution) 등 Sigma Chemical (USA)로부터 구입
하여 사용하였으며, 그 외의 기타 시약은 특급 
시약을 사용하였다.  

  2.1.2. 시료 준비
  본 실험에 사용된 갈근은 건조하여 70% 
ethanol용액에 10배의 무게를 가한 후 37℃ 
incubator 안에서 72시간 추출하였다. 추출액만을 
분리하기 위하여 여과지(Whatman No.2)를 이용
하여 여과한 후 감압 농축을 통해 ethanol을 제
거한 뒤 최종 extract를 얻어 본 실험에 사용하였
다.
 
  2.1.3. 세포주 및 세포 배양 

본 실험에 사용한 세포주인 B16F10 
melanoma 세포는 한국세포주은행(Korean Cell 
Line Bank, Korea)에서 구입하여 사용하였으며, 
배양 시에는 High glucose Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM, Hyclone, USA)에 사
용하였으며, 배지에 10% fetal bovine serum 
(FBS; Sigma-Aldrich, USA)과 1% penicillin 
(100 IU/mL, GE Healthcare Life Sciences, 
USA), 1% penicillin/streptomycin (100 IU/ 50 
mg/mL)이 첨가하여 37°C로 유지되는 5% CO2 
습윤 incubator에서 배양하였다.

2.2. 실험 방법  

  2.2.1. DPPH radical scavenging activity 측정
DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) 

radical 소거 활성은 blois의 방법[24]을 수정하여 
항산력 측정을 시행하였다. 갈근 추출물을 농도별
로 희석한 후 96 well plate에 10 mM DPPH 
(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl, Sigma- 
Aldrich, USA)용액 180 μL와 시료액 20 μL를 
혼합하여 차광 상태에서 37℃, 30분간 반응시킨 

후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 동일한 조
건으로 3회 반복적으로 실험하여 평균값을 측정
하였으며, 양성 대조군으로는 Ascorbic acid 
(Sigma-Aldrich, USA)를 사용하였다. 

DPPH radical 소거 활성(%) = 100 - {(첨가군 
흡광도 / 무첨가군 흡광도) × 100}

  2.2.2. Polyphenol 함량 측정
Polyphenol 함량 측정은 Folin-Denis 방법[25]

을 변형 및 수정하여 비색 정량하였다. 갈근 추
출물을 각 농도별로 희석한 후 시료 400 μL와 
Folin-Denis reagent (Sigma-Aldrich, USA) 400 
μL를 혼합하여 3분간 실온에서 반응시켰다. 반
응 시킨 후 10% Na2CO3 (Samchun, Korea)를 
400 μL를 혼합하여 암실에서 60분 반응시킨 후 
상등액 200 μL씩 96 well plate에 분주하여 760 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 동일한 조건으로 
3회 반복적으로 실험하여 평균값을 측정하였으
며, 표준물질 caffeic acid (Sigma-Aldrich, USA)
를 사용하여 표준 검량선을 작성한 후, 시료 추
출물의 총 플라보노이드 함량을 산출하였다.

  2.2.3. Flavonoid 함량 측정
  Flavonoid  함량 측정은 Moreno방법 수정 및 
변형하여 측정하였다[26]. 갈근 추출물을 각 1. 
2.5. 5. 10 mg/mL로 희석한 후 시료 100 μL 
와 10% aluminum nitrate (Sigma-Aldrich, 
USA) 20 μL, 1M potassium acetate (Sigma- 
Aldrich, USA) 20 μL, ethanol (Duksan, 
Korea) 860 μL를 차례로 혼합하여 실온에서 40
분간 방치 후 원심분리기로 부유물을 가라앉힌 
후 96 well plate에 200 μL씩 분주하여 415 nm
에서 흡광도를 측정하였다. 동일한 조건으로 3회 
반복적으로 실험하여 평균값을 측정하였으며, 표
준물질 quercetin (Sigma-Aldrich, USA)을 사용
하여 표준 검량선을 작성한 후, 시료 추출물의 
총 플라보노이드 함량을 산출하였다.

  2.2.4. 세포 생존율
  갈근 추출물이 세포독성에 미치는 영향을 알아
보기 위하여 neutral red (NR) assay를 이용하여 
분석 및 측정하였다[27]. B16F10세포를 96 well 
plate에 well 당 3 × 104 cells/well의 농도로 분
주하고 24시간 동안 incubator에서 배양하였다.  
24시간 후 시약을 5, 10, 20, 50, 100 μg/mL의 
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농도로 희석하여 처리한 후 37℃, 5% CO2가 공
급되는 incubator에서 48시간 동안 배양하였다. 
48시간 후 NR solution (Sigma-Aldrich, USA)
이 1% 포함된 무 혈청배지로 교환하여 3 시간 
동안 배양한 다음 세포 고정액으로 10% 
formaldehyde 용액이 첨가된 phosphate buffered 
saline (PBS)을 각 well에 100 mL로 20분 처리
하여 고정하였다. NR desorb solution (1% 
glacial acetic acid, 49% ethanol, 50% distilled 
water)을 각 well에 100 mL을 가하여 세포 내의 
NR을 추출하고 microplate reader (Synergy 
HT; BioTek Instruments, USA)를 이용하여 540 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 동일한 조건으로 
3회 반복적으로 실험하여 평균값을 측정하였다. 
세포 생존율은 다음의 식에 따라 산출하였다. 

 세포 생존율(%)=

  

시료첨가군의 O.D. at 540 nm ☓ 100
시료무첨가군의 O.D. at 540 nm

  2.2.5. 멜라닌 생성 저해능 측정
  갈근 추출물의 멜라닌 생성 저해능을 측정하기 
위하여 B16F10세포를 이용하여 측정하였다[28]. 
B16F10세포를 96 well plate에 well당 2 × 103 
cell/well의 농도로 분주하고 24시간 동안 37℃, 
5% CO2가 공급되는  incubator에서 배양하였다. 
세포 부착 확인 후 멜라닌 생성을 촉진하기 위하
여 혈청 3%와 α-MSH 100 nM이 포함된 배지
로 갈아준 후, positive control로 arbutin 100, 
200, 300 μg/mL와 갈근 추출물을 5, 10, 20, 
50, 100 μg/mL의 농도로 처리하여 72시간 배양
하였다. 분비된 멜라닌의 양은 405 nm에서 흡광
도를 측정하였고, 멜라닌 생합성 억제율을 α
-MSH 100 nM을 처리한 대조군과 비교하여 백
분율로 표시하였다. 

멜라닌 생합성 억제율(%) = 100 -

  

시료첨가군의 O.D. at 405 nm ☓ 100 
시료무첨가군의 O.D. at 405 nm

3. 결과 및 고찰

3.1. 갈근 추출물의 항산화 활성

  3.1.1. DPPH radical scavenging activity 측정 
갈근 추출물의 전자 공여능을 알아보고자 

DPPH 용액을 이용하여 radical 소거 활성을 측
정한 결과 Fig. 1에 나타내었다. 실험 결과 양성 
대조군으로 사용한 ascorbic acid은 1 mg/mL 농
도에서 97.6%의 높은 radical 소거 활성을 확인
하였으며, 갈근 추출물을 농도 별로 처리 시 
13.1%, 40.5%, 65.2%, 81%로 농도가 증가할수
록 radical 소거 활성이 증가 되는 것을 확인하였
다. DPPH는 안정된 free radical을 가지며 수소 
공여를 통해 산화되어 소거되며 이 과정에서 진
한 보라색에서 황색으로 정색 반응하는 것으로 
알려져 있다[29]. 본 연구와는 갈근 추출물의 원
산지나 추출 용매, 실험 농도 및 방법의 차이는 
있지만 선행 실험 모두 농도가 증가할수록 
DPPH radical 소거 활성이 증가되는 것을 확인
하였다. 

Fig. 1. DPPH radical scavenging activity of 
Pueraria Lobata root extract. Values 
represent mean ± standard deviation of 
three measurements.

  3.1.2. Polyphenol 함량
갈근 추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결

과는 Fig. 2에 나타내었다. 실험 결과 갈근 추출
물은 농도가 증가 할수록 폴리페놀 함량이 증가
하였으며, 각 31.8 90.5 129.2 160.2 mg/g 의 
높은 폴리페놀 함량을 확인하였다. Sebastien 등
[30]은 8 가지 flavonoid 물질들에 대한 항세포독
성 효과를 검토한 결과, baicalein, quercetin 의 
경우 다른 flavonoid 물질들에 비해 높은 활성을 
나타내었으며, 혼용 사용 시 효과가 증가한다고 
하였다. Shao 등[31]은 baicalein 성분의 
cardiomyocytes 에서 산화제 스트레스 감소와 관
련한 연구에서 baicalein 사용량이 증가할 수 록 
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세포 내 스트레스가 감소하였고, 세포의 자가 수
복율이 증가한다고 보고하였다. 또한 baicalein 
은 cardiomyocytes 에서의 산화적 스트레스가 
hypoxia, 국소빈혈 및 미토콘드리아 수준에서 감
소에 대한 효과가 나타났으며, 항산화 효과 역시 
cardiomyocyte 의 생존율의 증가와 관련이 있으
며, 세포에서의 물질 이동 channel 통로의 물질
이동 제어를 통해 항산화 효과가 증가한다고 보
고된 바가 있다[32]. 

Fig. 2. Total polyphenol contents of Pueraria 
Lobata root extract.. Values represent 
mean ± standard deviation of three 
measurements.

  3.1.3. Flavonoid 함량
갈근 추출물의 플라보노이드 함량을 측정한 결

과는 Fig. 3에 나타내었다. 갈근 추출물은 농도가 
증가할수록 폴리페놀 함량이 증가하는 것처럼 플
라보노이드의 함량도 농도가 증가할수록 플라보
노이드 함량이 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 
특히 1 mg/mL의 농도에서 81.2 mg/g 의 높은 
총 플라보노이드 함량을 확인하였다. 플라보노이
드는 주로 anthocyanidins, flavonols, flavones, 
cathechins 및 flavanones 등으로 구성되어 있고, 
구조에 따라 특정 플라보노이드는 항산화 및 항
균성을 갖고 있는 것으로 보고되고 있다[33]. Lee 
등[34]에 보고에 의하면, 천연물 복합체의 경우 
많은 양의 페놀 화합물을 함유하고 있는 것으로 
나타났으며, 이는 복합체를 구성하고 있는 생약제 
및 추출물들의 대부분이 페놀화합물을 다량 함유
하는 식물에서 기인한다고 보고되어지고 있다.

Fig. 3. Total flavonoid contents of Pueraria 
Lobata root extract. Values represent 
mean ± standard deviation of three 
measurements.

3.2. 갈근 추출물의 항 멜라닌 효과

  3.2.1. B16F10세포에 대한 세포 생존율 측정
  우스 피부 유래 멜라닌 형성 세포인 B16F10세
포에 대한 갈근 추출물이 세포 생존율에 미치는 
영향을 알아보기 위하여 갈근 추출물을 농도별로 
처리한 후 NR assay를 시행하여 세포 생존율을 
측정하였다. B16F10 melanoma 세포에 갈근 추
출물 5, 10, 20, 50, 100 μg/mL의 농도별로 처
리하여 세포 독성 평가를 실시하였다(Fig 4). 본 
연구 결과, 98.2, 99.6, 99.8, 97.5, 97.2%의 세
포 생존율을 확인하였으며, 모든 농도에서 90% 
이상의 세포 생존율이 나타났으며, 이와 같은 결
과를 통하여 갈근 추출물이 B16F10 melanoma 
세포에서 대한 유의한 세포독성이 없는 것을 확
인하였으며, 다음 시험을 진행하였다. 

Fig. 4. Effect of Pueraria Lobata root extract 
on cell viability in B16F10 cells. 

  3.2.2. B16F10세포에 대한 멜라닌 생합성 
        억제능 측정
  멜라닌은 tyrosinase의 작용에 의해 melanocyte
의 표면에 melanosome을 생성하는 연쇄적이고 
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복합적인 과정을 거쳐 이루어진다. α-MSH는 
생체 내에서 생리적 기능에 관여하고 있는 호르
몬으로서, 자외선에 의해 국소적으로 분비되어 멜
라닌 세포를 자극하여 tyrosinase의 활성을 증가
하여 멜라닌 합성을 유도하는 것으로 알려져 있
다[35-36]. 본 실험을 통하여 갈근 추출물의 멜
라닌 생합성 억제 효과를 확인하기 위해 B16F10
세포에 α-MSH를 처리하여 멜라닌 생성을 유도
하였으며, 갈근 추출물을 농도별로 처리하여 멜라
닌 생합성 억제능을 측정하였다. 실험 결과 양성 
대조군으로 알부틴 100, 200, 300 μg/mL을 사
용하여 멜라닌 세포에 의해 생산된 멜라닌 생성
량을 비교하였다. 본 실험 결과 갈근 추출물은 5, 
10, 20, 50, 100 μg/mL 농도에서 97.9%, 95%, 
77.1%, 63.2% 53.1% 의 억제 효과를 나타내었
으며, 갈근 추출물이 농도 의존적으로 멜라닌 생
합성 억제 효과를 나타내는 것을 확인하였
다.(Fig. 5). 이상의 결과를 바탕으로 세포에 대한 
독성이 거의 없고 멜라닌 생성을 줄여줄 수 있는 
미백제로서 갈근 추출물이 활용 가능성이 매우 
높을 것으로 사료된다. 

Fig. 5. Effect of melanin synthesis in B16F10 
melanoma cells by Pueraria Lobata 
root extract.

4. 결 론

본 연구는 갈근 추출물의 항산화 활성과 화장
품 소재로서의 안전성을 평가하기 위하여 항산화 
작용 효과 검증의 지표라고 할 수 있는 DPPH 
radical 소거 활성, 폴리페놀, 플라보노이드 함량
측정을 통하여 항산화 활성을 살펴보았다. 피부 
세포의 평가를 위해, B16F10 melanoma 세포에
서의 세포 생존율, 멜라닌 생합성 저해능을 평가

하였다. 본 실험 결과 갈근 추출물의 플라보노이
드와 폴리페놀의 함량이 증가되는 것과, DPPH 
radical 소거 활성이 증가되는 것이 확인되었고, 
본 연구를 통하여 갈근 추출물의 높은 항산화 활
성을 확인하였다. 갈근 추출물의 농도에 따라 피
부 세포 B16F10 melanoma에 생존율 측정한 결
과 갈근 추출물이 95% 이상 세포 생존율을 나타
내는 것을 확인하였고, 세포 독성이 낮은 것으로 
결과가 나타났다. 또한 미백효능을 평가하고자, 
B16F10 melanoma에 α-MSH를 처리하여 멜라
닌 생합성을 유도한 후 갈근 추출물을 농도별로 
처리한 결과 양성 대조군인 알부틴 보다 더 우수
한 미백효과를 확인할 수 있었다. 이상의 결과로
부터 본 연구에서는 갈근 추출물을 화장품 소재
로 사용 시 피부의 안전성과 미백효과의 관점에
서의 기능성 화장품 소재로 매우 유용하게 활용
될 수 있을 것으로 사료된다. 
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