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Abstract

  Objectives : In order to find out the whitening effects of Leonuri Herba, this study was designed to identify the 

effects and the action mechanism of LHE(Leonuri Herba extract) on Malignant melanoma cell lines.

  Methods : After treating LHE on the B16F10 cell-Malignant melanoma cell line-, the cell survival rate, melanin 

biosynthesis rate, intra&extracellular tyrosinase activity rate, SOD-like activity, tyrosinase mRNA gene expression 

were investigated. The results were compared with control group without LHE treatment or with positive control 

group treated with whitening efficacy substance. 

  Results : B16F10 cell survival rate, melanin biosynthesis rate, and intra&extracellular tyrosinase activity were 

significantly inhibited depending on the concentration of treated LHE. Melanin biosynthesis rate and tyrosinase 

activity rate were also decreased when α-MSH was combined with LHE. In addition, the SOD-like activity was 

increased in a concentration-dependent manner in the treatment with the LHE, indicating signigicant activity at 

high concentrations, and the tyrosinase mRNA gene expression was decreased in both the LHE-treated group, the 

LHE and α-MSH-treated group.
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Ⅰ. 서  론

피부색 결정에 가장 큰 공헌을 하는 요소는 멜라닌 

색소량으로1) 멜라닌은 단백질의 일종인 tyrosine이 

tyrosinase의 작용에 의해 여러 물질로 사되는 과정

을 거쳐 합성된다2). 표피에 존재하는 멜라닌은 피부

가 자외선에 노출될 경우 세포손상을 방어하기 위한 

수단으로 생성3)되기 때문에 자외선에 과다하게 노출

되면 멜라닌은 표피에 침착되어 기미 등의 색소침착

을 유발한다4). 그러므로 멜라닌 생성억제여부 또는 

tyrosinase 억제율이 미백의 관건이 될 뿐 아니라, 이

를 통해 미백효과를 검증할 수 있다. 

익모초(Leonuri Herba)는 꿀풀과에 속한 1년생 또

는 2년생 본초로 익모초 Leonurus sibiricus L.의 지

상부를 건조한 것으로 性은 微寒하고 味는 苦辛하다5). 

익모초는 血行을 좋게 하고, 瘀血 제거, 水毒을 해독

하는 효능이 있어 月經不調, 小便不利, 水腫 뿐만 아

니라 瘡癰腫毒, 痒疹등의 피부병증 또한 치료한다6).

지금까지 보고된 바에 따르면 익모초는 항염, 항산

화7,8), 각질형성세포의 자외선 손상에 한 보호효과8), 

보습 및 피부탄력개선9), 항암 및 면역조절10), 자궁운

동 촉진11), 간기능 회복, 혈당저하12), 자궁근종세포 증

식억제13) 등 다양한 효능이 보고되었으나 멜라닌 및 

tyrosinase억제와 관련한 미백효과에 한 직접적인 

연구는 없었다.

이에 저자는 活血調經, 利水消腫, 祛瘀生新 효능이 있

고, 많은 연구에서 항산화효능이 보고된 익모초가 미

백에 효과가 있을 것으로 기 하고 본 연구를 시행하

였다. 그리하여 익모초가 악성 흑색종 세포주인 

B16F10 cell에 미치는 미백 효능과 그 기전을 알아보

기 위해 B16F10 세포생존율, 멜라닌 생합성률, 

tyrosinase 활성률, tyrosinase mRNA 유전자 발현도, 

superoxide dismutase 유사활성도를 관찰한 결과 유

의성을 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 시료

  순형과에 속한 일년생 또는 이년생 초본인 익모초 

Leonurus sibiricus L.의 지상부를 건조한 것으로 동

신 학교 부속목포한방병원에서 구입하여 사용하였

다.  

2) 세포주

  한국세포주은행(KCLB,  Korea)에서 악성 흑색종

(melanoma) 세포주인 B16F10 cell을 구입하여 사용

하였다. B16F10 세포주의 생육 배지는 10% fetal 

bovine serum(Gibco, USA)과 Antibiotic-Antimycotic 

(Gibco, USA)을 첨가한 DMEM(Gibco, USA)을 사용

하였고, B16F10 세포주는 실험기간동안 37℃, 5% 

CO2 incubator에서 배양하였다.

2. 실험방법

  Conclusions : LHE seems to inhibit melanin synthesis through inhibition of tyrosinase activity and inhibition of 

tyrosinase mRNA gene expression. It also has the effect of promoting SOD-like activity and may be used clinically 

as a skin whitening agent in the future.
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1) 시료 추출

  증류수 1,500㎖에 익모초 100g을 넣고 100℃에서 

2시간 동안 전탕한 후 3,000rpm에서 15분간 원심분

리하여 찌꺼기를 제거하고 얻은 상층액을 동결건조기

(삼원, 한국)를 이용하여 익모초 동결건조 분말

(Leonuri Herba Extracts, LHE) 4.8g을 추출하였다. 

연구에 사용하기 위한 LHE는 멸균을 신하기 위해 

인산 완충액(phosphate buffered saline, PBS)에 다

시 녹이고 0.22㎛의 필터(Syringe filter, Whatman)

로 걸러서 사용하였다.

2) B16F10 세포생존율 측정

  LHE가 B16F10 세포의 생존에 미치는 영향은 

EZ-Cytox Assay kit(Dogenbio, Korea)로 측정하였

다. B16F10 세포주를 배양하여 각 well당 

5×104cells/well의 농도로 96 well plate에 세포를 분

주하고, 5% CO2 37℃의 incubator에서 24시간을 배

양 하였다. 그 후 LHE를 각각 0, 125, 250, 500, 

1,000, 2,000 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 다시 24시간 

배양하였다. 각 well에 EZ-Cytox용액 10㎕를 처리하

여 2시간 배양한 후 Microplate Reader(Bio-rad, 

USA)를 이용하여 흡광도를 450㎚에서 측정하여 분석

하였다.

3) B16F10의 멜라닌 생합성률 측정

  LHE가 멜라닌 생합성에 미치는 영향은 Hosei 등

의 방법14)을 이용하여 측정하였다. B16F10 세포주를 

배양하여 각 well당 3×104cells/well의 농도로 24 

well plate에 세포를 분주하고, 세포의 부착과 안정화

를 위해 24시간 동안 배양하였다. 그 후 LHE를 각각 

0, 250, 500, 1,000㎍/㎖의 농도로 처리하여 48시간 

동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 각 

well을 PBS로 세척하고 400㎕의 1N NaOH 용액을 

첨가하여 1시간 동안 60℃에서 용해한 후 Microplate 

Reader(Bio-rad, USA)를 사용하여 405㎚에서 흡광도

를 측정하여 분석하였다.

  LHE가 α-MSH(α-melanocyte stimulating hormone)

에 의해 유도된 멜라닌 생합성에 미치는 영향을 살피

기 위해 세포를 배양한 각 well에 실험군에는 LHE 

250㎍/㎖를, 양성 조군에는 arbutin 250㎍/㎖를 처리

하여 37℃, 5% CO2의 incubator에서 1시간 동안 배

양한 후 100nM의 α-MSH를 처리하여 다시 37℃, 

5% CO2의 incubator에서 48시간 동안 배양하였다. 

배양 후 각 well를 PBS로 세척하여 1N NaOH 용액 

400㎕을 첨가하고 1시간 동안 60℃에서 용해한 후 

Microplate Reader(Bio-rad, USA)를 사용하여 405㎚

에서 흡광도를 측정하여 분석하였다.

4) 시험관 내 tyrosinase 활성률 측정

  LHE가 시험관 내 tyrosinase 활성에 미치는 영향은 

Yagi 등의 방법15)을 이용하여 측정하였다. 0.2㎖의 

10mM L-DOPA 용액과 0.5㎖의 0.175M sodium 

phosphate buffer(㏗ 6.5)를 가하고, LHE를 buffer에 

녹인 후 최종적으로 0, 125, 250, 500, 1,000㎍/㎖의 

농도가 되도록 0.1㎖를 가하였다. 여기에 mushroom 

tyrosinase(110unit/㎖) 0.2㎖를 가하여 2분간 37℃ 에

서 반응하게 한 후 475㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

Tyrosinase 활성 저해율 계산법은 다음과 같다.

  Tyrosinase inhibition(%) = 〔1-{(C-B)/(A-D)}]×100

 · A : 효소만 첨가된 용액
 · B : 시료만 첨가된 용액
 · C : 효소, 시료 모두 첨가된 용액
 · D : 효소, 시료 모두 첨가되지 않은 용액

5) 세포 내 tyrosinase 활성률 측정

  LHE가 세포 내 tyrosinase 활성에 미치는 영향은 

Martinez-Esparza 등의 방법16)을 이용하여 측정하였

다. Cell culture dish에 각각 1.5×106cells/dish의 농

도로 B16F10 세포를 분주하고, 세포의 부착과 안정

화를 위해 24시간 동안 incubation하였다. 그 다음 

LHE 250㎍/㎖를 처리하고 37℃, 5% CO2 incubator

에서 다시 24시간 배양하였다. 1% Triton X-100을 
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포함한 10mM PBS 100㎕에 배양한 세포를 현탁시킨 

다음 vortexing한 후 5분 동안 1,000rpm에서 원심분

리하여 얻어진 상층액을 활성 측정 효소액으로 이용

하였다. Tyrosinase의 활성을 측정하기 위해 96 well 

plate에 L-DOPA(2㎎/㎖) 100㎕와 효소액 40㎕를 첨

가한 후 1시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 반

응시켰다. 그 후 Microplate Reader를 사용하여 405

㎚에서 흡광도를 측정하였다. 조군의 흡광도에 

한 백분율을 계산하여 tyrosinase 활성 저해율로 나타

내었다.

  LHE가 α-MSH로 유도된 세포 내 tyrosinase 활성

률에 미치는 영향을 살피기 위해 LHE 250㎍/㎖와 

arbutin 250㎍/㎖를 처리하였다. 1시간 후에 α-MSH 

100nM를 처리하여 24시간 동안 37℃, 5% CO2 

incubator에서 배양하고, 그 후 1% Triton X-100을 

함유한 10mM PBS 100㎕에 세포를 현탁시켜 

vortexing한 후 5분 동안 1,000rpm으로 원심분리하

여 얻어진 상층액을 활성 측정 효소액으로 사용하였

다. 이후 실험은 tyrosinase의 활성 저해율과 동일한 

방법으로 실시하였다.

6) Superoxide dismutase(SOD) 유사활성도 측정

  LHE의 SOD 유사활성도를 측정하기 위해 

Marklund 등의 방법17)을 이용하였다. SOD 유사활성

은 활성 산소종이 과산화수소(H2O2)로 전환되는 반응

의 촉매물질인 pyrogallol의 생성량을 측정하여 나타

내었으며, 양성 조군을 vitamin C 250㎍/㎖을 처리

했을 때의 SOD 유사활성으로 하였다. Buffer에 LHE

를 각각 0, 125, 250, 500, 1,000㎍/㎖의 농도로 녹인 

후 10㎕씩 96 well plate에 첨가하고, Tris-HCl 

Buffer(50mM Tris aminomethane, 10mM EDTA, 

㏗ 8.0) 150㎕와 7.2mM pyrogallol 10㎕를 더하여, 

10분간 실온에서 반응시켰다. 그 후 반응을 정지시키

기 위해 1N HCl 50㎕을 첨가한 다음 ELISA reader

를 사용하여 420㎚에서 흡광도를 측정하였다. SOD 

유사활성도는 다음과 같이 나타내었다.

  SOD-like activity(%) = (1- A/B) × 100

· A : 추출물 첨가한 군의 흡광도    
· B : 추출물 첨가하지 않은 군의 흡광도

7) Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction 관찰

  ① 총 RNA 분리

100㎜ dish에 1.5×106의 세포수가 되도록 세포

를 넣고 dish에 세포 부착과 안정화를 위해 

10% FBS가 포함된 DMEM 성장배지에서 24시

간 동안 배양하였다. 그 후 arbutin과 DRCE를 

각각 250㎍/㎖씩 처리하고, 1시간 후 각각 α

-MSH 100nM를 처리하여 24시간 동안 incubation

하여 RNA를 추출하였다. RNA를 분리하기 위

해 실험배지를 제거한 후 10mM PBS(㏗ 6.8)로 

남아있는 배지를 세척하였다. 그 다음 TRIzol 

reagent(Gibco-BRL, USA)를 가하여 상온에서 

10분간 반응시켜 1.5㎖ tube에 모으고, 이를 –
70℃에 10분 동안 보관한 후 실온에서 다시 녹

여 chloroform(Sigma, USA)를 넣고 잘 흔들어 

준 후, 5분간 4℃에서 13,200rpm으로 원심분리 

하여 상층액을 얻었다. 얻어진 상층액을

 isopropanol(Sigma, USA)이 들어있는 1.5㎖ 

tube에 옮겨 15초간 흔들어서 섞은 후 실온에

서 5분간 RNA를 침전시키고 4℃에서 5분간 

13,200rpm으로 원심분리 하였다. 상층액을 제

거하고, RNA pellet에 75% ethyl alcohol과 

DEPC-treated water(Biosolution, Korea)을 넣

은 후 4℃에서 5분간 13,200rpm으로 원심분리

하여 RNA pellet을 washing하였다. 상층액을 

제거하고 RNA pellet을 실온에서 10분 동안 건

조시킨 후 DEPC water에 RNA pellet을 녹였

다. RNA정량은 50배 희석하여 Biophotometer 

(Eppendorf,Germany)를 이용하여 260㎚에서 

흡광도를 측정하여 total mRNA 양을 정량하였다.

  ② cDNA

DNA를 합성하기 위해 5㎍/㎖ total RNA와 
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500㎍/㎖의 Oligo dT(Sigma, USA) 을 RT 

Premix(Bioneer, Korea)에 넣고 DEPC water

로 총 volume이 50㎕가 되게 한 후 70℃에서 5

분, 4℃에서 5분, 42℃에서 60분, 94℃에서 5분, 

4℃에서 5분간 반응시켰다.

  ③ RT-PCR

역전사(Reverse transcription) 반응으로 생성된 

cDNA를 주형으로 하여 cDNA를 증폭하기 위

해 10p㏖의 sense, anti-sense primer를 사용하

였다. Tyrosinased의 sense, anti-sense primer

는 각각 5'-GGC CAG CTT TCA GGC AGA 

GGT-3'와 5'-TGG TGC YYC ATG GGC 

AAA ATC-3'이고, GAPDH의 sense, anti- 

sense primer는 각각 5'-ATC CCA TCA CCA 

TCT TCC AG-3'와 5'-CCT GCT TTC ACC 

ACC TCC TTG-3'이다.

Tyrosinase의 PCR조건은 95℃에서 5분 

preincubation하고, 94℃에서 30초 denaturation, 

57℃에서 30초 annealing, 72℃에서 30초 

extention, 72℃에서 10분, 4℃에서 10분, 이것

을 총 40 cycles 수행하였다. GAPDH의 PCR

조건은 95℃에서 5분간 preincubation하고, 9

4℃에서 30초 denaturation, 55℃에서 30초 

annealing, 72℃에서 30초 extention, 72℃에서 

10분, 4℃에서 10분, 이렇게 35 cycles 으로 수

행하였다. 그 후 1.5% agarose gel로 전기영동 

하여, Gel lmaing system(Davinch-K, Korea)

에서 PCR product를 확인하였다. 

3. 통계처리

  수집된 데이터는 SigmaPlot 11.1(www.systat.com)

을 이용하여 one-way ANOVA 기법으로 통계처리 

하였으며, Tukey 방법으로 사후 검정 하였다. 

p-value가 0.05 미만인 경우에만 유의성이 있다고 인

정하였다.

Ⅲ. 실험결과

1. B16F10 세포생존율에 미치는 영향

  B16F10 세포주에 LHE를 각각 0, 125, 250, 500, 

1,000, 2,000㎍/㎖의 농도로 처리하여 24시간 배양한 

후 그 생존율을 측정하여 LHE가 B16F10 세포의 생

존율에 미치는 영향을 알아본 결과 다음과 같았다

(Fig. 1). LHE를 처리하지 않았을 때의 B16F10 세포

주의 생존율을 100.00±3.15%라 했을 때 LHE 250㎍/

㎖를 처리했을 때 세포생존율은 87.90±1.51%로 유의

성 있게 감소하였고(p<0.01), LHE 500㎍/㎖을 처리

했을 때는 83.79±2.13%로 LHE를 처리하지 않았을 

때보다 세포생존율이 유의성 있게 억제되기 시작하였

으며(p<0.001) LHE 1000㎍/㎖에서는 83.13±1.60%, 

LHE 2000㎍/㎖에서는 73.48±1.82%로 LHE 농도가 

커질수록 세포생존율이 점점 감소하였다.
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Fig. 1. Effects of LHE on Cell Viability Rate in B16F10 
Cells.

LHE : fermented extract made from Leonuri Herba, Results are 
presented as mean±SD(n=8).
* : Statistically significant compared with non-treated group(0㎍/
㎖)(* ; p<0.05).

2. B16F10의 멜라닌 생합성률에 미치는 영향

  B16F10 세포주에 LHE를 각각 0, 250, 500, 1,000

㎍/㎖의 농도로 처리한 후 멜라닌 생합성률을 측정하

여 LHE가 B16F10 세포주의 멜라닌 생합성률에 미치

는 저해효과를 알아본 결과 다음과 같았다(Fig. 2). 아
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무것도 처리하지 않은 군의 멜라닌 생합성률을 

100.00±1.52%라 했을 때, arbutin 250㎍/㎖을 처리

한 군의 멜라닌 생합성률은 98.48±6.66%로 나타났

다. 반면, LHE 250㎍/㎖를 처리했을 때 멜라닌 생합

성률은 89.34±4.83%, LHE 500㎍/㎖에서는 

85.79±5.77%로 감소하여 처리한 LHE의 농도가 높

아질수록 멜라닌 생합성률이 감소하였고 특히 1,000

㎍/㎖를 처리했을 때는 81.22±5.86%로 arbutin을 처

리했을 때와 비교해 유의성 있게 억제되었다(p<0.05).

Fig. 2. Inhibitory Effects of LHE on Melanin Production 
in B16F10 Cells.

LHE : fermented extract made from Leonuri Herba, Results are 
presented as mean±SD(n=4).
* : Statistically significance compared with arbutin treated group(* 
; p<0.05).

Fig. 3. LHE Inhibits Melanin Production in α-MSH 
Stimulated B16F10 Cells.

LHE : fermented extract made from Leonuri Herba, α-MSH : 
100nM α-melanocyte stimulating hormone treated group, α
-MSH + arbutin : α-MSH 100nM and arbutin 250㎍/㎖ treated 
group,α-MSH + LHE : α-MSH 100nM and LHE 250㎍/㎖ treated 
group, Results are presented as mean±SD(n=4).
* : Statistically significance compared with arbutin treated group(* 

; p<0.05).

  또한, LHE가 α-MSH에 의해 유도된 멜라닌 생합

성률에 미치는 영향을 알아보기 위해 멜라닌 합성률

을 측정한 결과는 다음과 같았다(Fig. 3). 아무것도 처

리를 하지 않은 군의 멜라닌 생합성률을 100.00± 

1.59%라 하였을 때, α-MSH 단독 처리 시 멜라닌 생

합성률은 112.96±3.09%로 증가한 반면, α-MSH와 

arbutin 250㎍/㎖을 함께 처리한 양성 조군의 경우 

멜라닌 생합성률이 103.70±1.01%로 α-MSH 단독 

처리시보다 유의성 있게 감소하였고(p<0.05), α-MSH

와 LHE 250㎍/㎖를 함께 처리하였을 때의 멜라닌 생합

성률도 106.79±2.34%로 양성 조군에 비해 멜라닌 생

합성 저해효과가 조금 낮지만 유사하게 나타났다.

3. 시험관 내 tyrosinase 활성률에 미치는 영향

  LHE를 각각 0, 125, 250, 500, 1,000㎍/㎖의 농도

로 처리한 후 각각 tyrosinase 활성률을 측정하여 

LHE가 시험관 내 tyrosinase 활성에 미치는 영향을 

알아본 결과 다음과 같았다(Fig. 4). LHE를 처리하지 

않은 조군의 tyrosinase 활성률을 100.00±0.81%라 

하였을 때, LHE 125㎍/㎖를 처리했을 때는 tyrosinase 

활성률이 감소하지 않은 반면, LHE 250, 500, 1,000㎍/

㎖을 처리하였을 때의 tyrosinase 활성률은 73.00± 

0.81%, 70.46±3.76%, 70.89±2.80%로 LHE를 처리하

지 않았을 때에 비해 유의성 있게 감소하였다(p<0.01). 

Fig. 4. The Effects of LHE on Tyrosinase Activity in Vitro
LHE : fermented extract made from Leonuri Herba, Results are 
presented as mean±SD(n=4).
* : Statistically significance compared with non-treated group(0㎍/
㎖)(** ; p<0.01).
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4. B16F10 세포 내 tyrosinase 활성률에 미치는 

영향

  B16F10 세포주에 LHE를 처리한 후 tyrosinase 활

성률을 측정하여 LHE가 세포 내 tyrosinase 활성에 

미치는 영향을 알아본 결과 다음과 같았다(Fig. 5). 아

무것도 처리하지 않은 군의 세포 내 tyrosinase의 활

성률을 100.00±1.12%라 했을 때 Arbutin 250㎍/㎖

을 처리한 군의 tyrosinase 활성률은 92.33±0.46%, 

LHE 250㎍/㎖을 처리한 군의 tyrosinase 활성률은 

84.33±0.96%로 두군 모두 유의성 있게 감소하였고

(p<0.001), 특히 LHE를 처리한 군의 tyrosinase 활성

률은 arbutin을 처리한 군에 비해서도 유의성 있게 

감소하였다(p<0.001).

Fig. 5. Inhibitory Effects of LHE on Tyrosinase Activity in 
B16F10 Cells

Control : Non-treated group, Arbutin : Arbutin 250㎍/㎖ treated 
group, LHE :  Leonuri Herba extract 250㎍/㎖ treated group, 
Results are presented as mean±SD (n=8).
* : Statistically significance compared with Control group(*** ; 
p<0.001).
# : Statistically significance compared with arbutin treated 
group(### ; p<0.001).

  또한, LHE가 α-MSH에 의해 유도된 tyrosinase 

활성에 미치는 효과를 알아보기 위해 B16F10 세포주

에 α-MSH와 LHE를 병용처리한 다음 tyrosinase 활

성률을 측정한 결과 다음과 같았다(Fig. 6). 아무것도 

처리를 하지 않은 군의 tyrosinase 활성률을 100.00± 

0.32%라 하였을 때, α-MSH 단독 처리 시 유도된 

tyrosinase 활성률은 138.61±2.53%로 증가한 반면, 

α-MSH와 arbutin 250㎍/㎖을 함께 처리한 양성 조

군의 경우 tyrosinase의 활성률이 114.97±4.65%로 

α-MSH 단독 처리시보다 유의성 있게 감소하였고

(p<0.05), α-MSH와 LHE 250㎍/㎖를 함께 처리하였

을 때의 tyrosinase의 활성률도 123.56±4.07%로 양

성 조군에 비해 α-MSH 유도에 의한 tyrosinase 활

성저해효과가 조금 낮지만 유사하게 나타났다.

Fig. 6. The Effects of LHE and α-MSH on Tyrosinase 
Activity in B16F10 Cells

α-MSH : α-melanocyte stimulating hormone 100nM treated 
group, α-MSH + Arbutin : α-MSH 100nM and arbutin 250㎍/㎖ 
treated group, α-MSH + LHE : α-MSH 100nM and LHE 250㎍/㎖ 
treated group, LHE : fermented extract made from Leonuri 
Herba, 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(0㎍
/㎖)(# ; p<0.05).

5. Superoxide dismutase(SOD) 유사활성에 

미치는 영향

  LHE를 각각 125, 250, 500, 1,000㎍/㎖의 농도로 

처리하여 각각 SOD 유사활성도를 측정하여 LHE가 

SOD 유사활성에 미치는 영향을 알아본 결과 다음과 

같았다(Fig. 7). 양성 조군인 vitamin C 250㎍/㎖를 

처리한 군의 SOD 유사활성도를 100.00±1.96%라 했

을 때, LHE를 농도별로 처리하였을 때의 SOD 유사

활성도는 125, 250, 500, 1000㎍/㎖에서 각각 

27.88±3.92%, 53.96±2.41%, 83.39±2.13%, 98.01± 

2.39%로 모두 양성 조군보다는 낮은 유사활성도를 

보였으나 LHE 처리농도가 높아질수록 SOD 유사활

성도가 크게 증가하였다. 또한 LHE 500㎍/㎖와 

1,000㎍/㎖ 처리군에서는 각각 LHE 125㎍/㎖과 250
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㎍/㎖ 처리군의 SOD 유사활성도 보다 유의성 있게 

증가하였다(p<0.001).

Fig. 7. Superoxide Dismutase-Like Activity of LHE 
Depending on Concentration.

Vit C : vitamin C 250㎍/㎖ treated group, LHE : fermented 
extract made from Leonuri Herba, Results are presented as 
mean±SD(n=8).
* : Statistically significance compared with Vit C treated group(*** 
; p<0.001).
# : Statistically significance compared with LHE 125㎍/㎖ treated 
group(### ; p<0.001).
$ : Statistically significance compared with LHE 250㎍/㎖ treated 
group($$$ ; p<0.001).

6. Tyrosinase mRNA 발현에 미치는 영향

  LHE가 tyrosinase mRNA 유전자 발현에 미치는 

영향을 확인하기 위해 PCR 기법을 이용하여 측정한 

결과 다음과 같았다(Fig. 8). 아무것도 처리를 하지 않

았을 때의 tyrosinase mRNA 유전자 발현을 100%라 

하였을 때, LHE를 처리한 군은 99.0%, arbutin을 처

리한 군은 98.1%로 tyrosinase 유전자 발현이 모두 

약간씩 감소하는 경향을 나타냈다. 또한 α-MSH를 

단독 처리한 군의 tyrosinase 유전자 발현은 112.6%

Normal Arbutin LHE Normal α-MSH α-MSH+Arbutin α-MSH+LHE

GAPDH

Tyrosinase

Fig. 8. Effects of LHE on Tyrosinase mRNA Expression in B16F10 Cells.
LHE : fermented extract made from Leonuri Herba, Cells were incubated with medium containing LHE 250㎍/㎖ for 24hrs. 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.

로 증가하였지만 α-MSH와 arbutin 250㎍/㎖를 병용 

처리한 경우에는 102.4%로, α-MSH와 LHE 250㎍/

㎖를 병용 처리한 경우에는 106.5%로 두 경우 모두 

α-MSH 단독처리 시보다 tyrosinase mRNA 발현도

가 감소하였다.

Ⅳ. 고 찰

  피부는 곧바로 타인의 눈에 띄는 부분이기 때문에, 

밝고 깨끗한 피부는 한 사람의 인상과 아름다움을 결

정적으로 좌우한다. 그렇기 때문에 피부미백에 한 

사회적 관심은 앞으로도 계속 높게 유지될 것으로 보

인다. 

  피부색을 결정하는 주요인은 표피의 두께, 색소, 진

피의 결체조직 구성성분, 혈액의 양, 혈중 헤모글로빈 

비율, 피하지방량 등이 있는데 그 중에서도 가장 큰 

공헌을 하는 요소는 멜라닌 색소량이다. 멜라닌의 생

성 기전을 살펴보면, 멜라닌은 티로신의 사산물이 

폴리머화한 것으로, 멜라닌세포 내 세포소기관인 멜

라노솜에서 합성된다. 티로신은 산화되어 차례로 

DOPA(3,4-dihydroxy–phenylalanine), DOPA quinone

이 되는데, 이 반응은 멜라닌 생성에 한 율속반응으

로 작용하며 tyrosinase는 이 2개의 산화반응의 촉매

가 되는 효소이다. 즉, tyrosinase의 촉매작용이 멜라

닌 생성에 결정적인 역할을 한다고 볼 수 있다. 

DOPA를 시작으로 한 사 산물은 자동 산화를 거쳐 

서로 결합하거나 멜라노솜 내 시스테인과 결합하여 
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유멜라닌, 페오멜라닌을 생성한다2).

  이렇게 생성된 멜라닌을 함유한 멜라노솜은 각질형

성세포로 이동한 후 핵상에 마치 우산처럼 멜라닌캡

을 형성하여 자외선의 체내 침입을 막음으로써 내부 

장기의 손상 및 피부조직 유전자의 변형을 막고 피부

암 발생을 억제 한다2,18). 자외선에 피부가 노출되면 

이를 방어하기 위한 수단으로 멜라닌이 생성되기 때

문에 만약 자외선에 과다하게 노출되거나 α-MSH에 

의하여 멜라닌이 생성19)되면 멜라닌은 표피에 침착되

어 기미, 주근깨, 흑피증, 오타모반 등 다양한 색소 침

착을 유발한다20). 미백제로 자주 이용되는 hydroquinone, 

arbutin, azelaic acid, glabridin 등도 tyrosinase 억

제를 통해 멜라닌 생성을 억제한다2). 즉, 멜라닌 생성

억제여부 또는 tyrosinase 억제율이 미백의 관건이 되

며, 이를 통해 미백효과를 검증할 수 있다.  

  한의학에서는 피부의 과색소침착증에 해 역  제

가 문헌에서《黃帝內經⋅素門》에 “歲陽明在天, 燥淫

所勝... 面鹿, 身無 膏澤, 足外反熱.”이라 처음 수록되

었고 기미, 뾰루지, 주근깨를 의미하는 것으로 䵟點, 

面黑, 雀卵, 肝斑, 黶子, 黑斑 등으로 다양하게 표현되

어왔다. 그 원인으로는 風邪, 痰飮, 思慮過多로 傷脾

胃하여 顔面氣血의 부족, 陽明之氣부족, 腎水부족으로 

인한 虛火, 風熱, 血熱 등이 제시되어왔으며21), 최근 

임상에서는 腎氣不足, 肝鬱氣滯, 血虛 등을 원인으로 

보고 있다22).

  지금까지의 미백관련 연구를 살펴보면, 한약 및 한

약재의 미백효능에 관한 연구가 매우 활발히 이루어

지고 있다. 그 중에서도 멜라닌과 tyrosinase와 관련

하여 미백효과를 알아보고자 한 연구로는, 한약복합

제제 중에서는 摩風膏23), 瀉白散24), 加味歸脾湯25), 加

味防風通聖散26), 延齡固本丹加減方27), 六味地黃湯加減

方28), 溫淸飮29) 등이, 단일 한약재 중에서는 梔子30), 

麻黃31), 白蘚皮32), 白芷, 細辛, 白僵蠶33), 枸杞子34) 등

이 있었으나 익모초의 미백효과에 한 직접적인 연

구는 없었다.

  익모초(益母草, Leonuri Herba)는 꿀풀과에 속한 1

년생 또는 2년생 본초로 익모초 Leonurus sibiricus 

L.의 지상부를 건조한 것으로 性은 微寒하고 味는 苦

辛하다. 婦科經産의 要藥으로 心, 肝, 膀胱經에 들어

가 活血調經, 利水消腫의 효능이 있어 月經不調, 痛

經, 經閉, 惡露不盡, 水腫尿少 등을 치료한다. 또한 익

모초는 血行을 좋게 하고 祛瘀生新하여 부녀의 모든 

瘀血證을 치료할 뿐만 아니라 瘡癰腫毒, 痒疹등의 피

부병증 또한 치료한다5,6). 성분으로는 Leonurine, 

stachydrine, leonuridine, leonurinine 등의 많은 

alkaloid와 安息香酸, 다량의 염화칼슘, lauric acid, 

linolenic acid, oleic acid, sterol, vitamin A, rutin

등의 Flavonoid를 함유하며5), 지금까지 항염, 항산화
7,8), 각질형성세포 자외선 손상에 한 보호효과8), 보

습 및 피부탄력개선9), 항암 및 면역조절10), 자궁운동 

촉진11), 간기능 회복, 혈당저하12), 자궁근종세포 증식

억제13) 등 다양한 효능이 연구된 바 있다. 동의보감에

서는 얼굴에 쓰는 약에 익모초를 넣어 쓰면 얼굴에 

광택이 나게 해주며, 분말을 물로 반죽하여 센불에 태

운 다음 갈아서 가루비누처럼 쓰면 뾰루지와 여드름

(粉刺)이 없어지고 얼굴이 고와진다고 기록되어있다
35).

  이에 본 저자는 익모초 추출물(Leonuri Herba 

Extracts, LHE)이 악성 흑색종 세포주에 미치는 미백 

효능과 그 작용 기전을 알아보기 위해 악성 흑색종 

세포주의 생존율과 멜라닌 생합성률, 멜라닌 생성에 

관여하는 tyrosinase 활성과 미백에 관여하는 작용 기

전 중 항산화성 물질인 SOD 유사활성, 그리고 

tyrosinase mRNA 유전자 발현도를 관찰하였다.  

  LHE가 B16F10 세포주의 생존율에 미치는 영향을 

알아본 결과 LHE를 처리하지 않았을 때의 세포 생존

율에 비해 LHE 250㎍/㎖를 처리하였을 때 유의성 있

게(p<0.01) 생존율이 감소하기 시작하여 농도 의존적

으로 세포 생존율이 점점 감소하였으며, 고농도(2000

㎍/㎖)의 LHE를 처리하였을 때는 LHE를 처리하지 않

았을 때보다 약 20% 이상 세포 생존을 억제하였다

(Fig. 1). 
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  B16F10 세포주의 멜라닌 생합성률에 미치는 저해

효과를 알아본 결과, 처리한 LHE의 농도가 높아질수

록 멜라닌 생합성률이 감소하였고 LHE 1,000㎍/㎖를 

처리했을때는 조군인 arbutin을 처리했을 때와 비

교해 유의성 있게 억제되었다(p<0.05)(Fig. 2).  

  또한, α-MSH와 arbutin 250㎍/㎖을 병용처리한 

양성 조군의 경우 멜라닌 생합성률이 α-MSH 단독 

처리시보다 유의성 있게 감소하였고(p<0.05), α

-MSH와 LHE 250㎍/㎖를 병용처리 하였을 때의 멜라

닌 생합성률도 양성 조군과 유사한 결과를 나타내었

다(Fig. 3). 

  이와 같은 결과로 익모초 추출물 250㎍/㎖을 처리

함으로써 악성 흑색종 세포의 사멸에 유의하게 반응

하기 시작하였으며, 이로써 익모초 추출물이 멜라닌 

생성에도 관여하여 자외선이나 호르몬 변화에 의한 

멜라닌의 생성을 억제할 것으로 생각되었다. 그리하

여 본 저자는 LHE 250㎍/㎖을 처리하여 멜라닌 생성

에 관여하는 기전을 알아보고자 하였다.

  익모초 추출물(LHE)이 멜라닌 생성에 관여하는 중

요한 효소인 tyrosinase 활성에 어떠한 영향을 미치는

지 알아보기 위해 시험관 내 tyrosinase 활성을 관찰

한 결과 LHE 처리농도 250㎍/㎖이상에서 농도 의존

적으로 tyrosinase의 활성이 유의성 있게 억제되는 것

을 확인하였다(p<0.01)(Fig. 4). 

  시험관 내에서 뿐만 아니라 B16F10 세포 내에서도 

유사한 결과가 나타나는지에 해 알아보기 위해 확

인한 결과 아무런 처리를 하지 않은 군의 tyrosinase 

활성률에 비해 arbutin 단독 처리한 조군과, LHE 

단독 처리한 두 군 모두 tyrosinase 활성이 유의성 있

게 감소하였고(p<0.001), 또한 arbutin을 처리한 군에 

비해서도 유의성 있게 tyrosinase의 활성이 억제되었

다(p<0.001)(Fig. 5). 또한 α-MSH를 단독 처리한 

조군의 tyrosinase의 활성률에 비해 α-MSH와 

arbutin 250 ㎍/㎖을 병용처리한 양성 조군과 α

-MSH와 LHE 250 ㎍/㎖를 병용처리한 처리군의 

tyrosinase의 활성률 모두 α-MSH를 단독 처리한 

조군보다 유의성 있게 감소하였다(p<0.05)(Fig. 6).

  익모초 추출물(LHE)이 tyrosinase mRNA 유전자 

발현에도 영향을 미칠 것으로 생각되어 PCR 기법을 

이용하여 tyrosinase mRNA 발현정도를 측정한 결과 

아무런 처리를 하지 않았을 때와 비교하였을 때 

arbutin을 처리한 양성 조군과 마찬가지로 LHE를 

처리한 군에서도 tyrosinase mRNA 유전자 발현이 

감소하였고, α-MSH로 유도되어 tyrosinase 유전자 

발현이 현저히 증가한 처리군과 비교 했을 때에도 또

한 α-MSH와 LHE 250㎍/㎖를 병용처리 하였을 때, 

α-MSH와 arbutin을 병용처리한 양성 조군과 마찬

가지로 유전자 발현이 조금 감소하였다(Fig. 8).

  이와 같은 결과로 익모초 추출물이 멜라닌 생성 효

소인 tyrosinase의 활성을 억제하여,  미백을 위한 치

료제로써의 역할을 할 수 있을 것으로 생각된다.

  산화적 스트레스는 피부의 광노화36)와 기미 등의 

색소침착37)의 주요인으로, 피부세포 내에서 SOD 

(superoxide dismutase), catalase, glutathione 

peroxidase와 같은 항산화 효소의 기능을 저해한다38). 

이러한 활성산소를 조절하는 SOD, glutathione 

peroxidase, vitamin C 등의 항산화성 효소 및 물질

들이 활발하게 연구되고 있는데39), 그 중 주로

phytochemical에 속하는 저분자 물질인 SOD 유사활

성 물질은 효소는 아니지만 SOD와 유사한 역할을 하

여 노화억제 및 산화적 스트레스 방어의 역할을 한다
40).

  이에 tyrosinase저해 기전 외에, 익모초 추출물

(LHE)의 미백효과에 한 또 다른 작용기전이 있는지

에 해 알아보고자 피부노화와 멜라닌 색소 침착에 

관여하는 항산화성 효소인 SOD 유사활성을 측정한 

결과 LHE의 처리 농도가 증가할수록 유의성 있는

(p<0.001) SOD 유사활성의 증가를 보였다. 250㎍/㎖

의 같은 농도에서는 Vit C에 비해 약 절반 수준의 효

과에 미쳤으나, 고농도인 LHE 1,000㎍/㎖을 처리하였

을 때에는 항산화성 물질인 vitamin C 250㎍/㎖을 처

리한 조군과의 SOD 유사활성과 비슷하였다. 이는 
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LHE가 고농도에서 피부노화를 억제해주고, 자외선 

등으로 인한 산화적 스트레스로부터의 피부를 방어하

는 효과가 있음을 보여준다.

  이상의 결과, 이 실험을 통하여 LHE의 tyrosinase 

활성 억제, SOD 유사활성 촉진을 통한 피부보호 및 

미백효능에 한 가능성을 얻었으며, 향후 세포독성

을 고려한 농도별 효능에 한 추가적인 연구가 필요

할 것으로 사료된다.

Ⅴ. 결 론

  익모초 추출물이 악성 흑색종 세포주인 B16F10 세

포에 미치는 미백효능 및 그 작용 기전을 알아보기 

위하여 B16F10 세포생존율, 멜라닌 생합성률, 

tyrosinase 활성률 및 mRNA 유전자 발현 그리고 항

산화성 효소인 superoxide dismutase 유사활성도를 

관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. B16F10 세포에 익모초 추출물을 처리하였을 때, 

세포 생존율은 처리 농도에 의존해 유의성 있게 

억제되었다.

2. B16F10 세포에 익모초 추출물을 처리하였을 때, 

멜라닌 생합성률은 처리 농도에 의존해 유의성 있

게 억제되었고, α-MSH를 arbutin과 병용처리한 

양성 조군은 α-MSH를 단독 처리했을 때와 비교

해 유의성 있게 감소하였으며, α-MSH를 익모초 

추출물과 병용처리 하였을 때도 양성 조군과 유

사하게 멜라닌 생합성률이 억제되었다.

3. 멜라닌 생성에 관여하는 tyrosinase의 활성률은 익

모초 추출물을 시험관 내에서 처리하였을 때 처리

농도에 의존해 유의성 있게 억제되었고, 세포 내에

서도 α-MSH를 단독 처리했을 때와 비교해 α

-MSH를 익모초 추출물과 병용처리 하였을 때 

tyrosinase 활성률이 억제되어 α-MSH를 arbutin

과 병용처리한 양성 조군과 유사한 결과를 나타

내었다.

4. SOD 유사활성은 익모초 추출물을 처리하였을 때, 

농도 의존적으로 유사활성이 증가하였으며 고농도

에서 항산화성 물질인 vitamin C를 처리한 양성

조군과 같이 유의성 있는 활성을 보였다.

5. Tyrosinase mRNA 유전자 발현은 익모초 추출물

을 처리하였을 때 arbutin을 처리한 양성 조군과 

같이 α-MSH 단독 처리시보다 억제되었다.
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