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유색미 에탄올 추출물의 산화방지 효과와 UVB에 유도된

인간유래 피부각질형성세포에서의 항노화 효과
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ethanol extracts of colored rice varieties
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Abstract In this study, we investigated the antioxidant activities and anti-aging efficacy in terms of suppression of matrix
metalloproteinases (MMPs) in UVB-irradiated HaCaT cells by adding the ethanol extracts of Josaengheogchal (JE) and
Shintoheug rice (SRE). In the electron-donating ability and ABTS radical-scavenging assays, we observed that both JE and
SRE had scavenging activities and in a collagenase inhibition assay, both extracts showed inhibition effects of over 73%
at 1,000 µg/mL concentration. The expression of MMP-1 and -3, when the extracts were treated with UVB 50 mJ/cm2,
irradiated human HaCaT keratinocytes, was analyzed by western blotting and reverse-transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR). The results showed that MMP-1 and -3 proteins and mRNAs were downregulated in a concentration-
dependent manner in response to both extracts. Therefore, we expect that these compounds have a potential for the use
as functional ingredients with anti-aging effects in the cosmetic and food industries.
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서 론

피부 노화요인 가운데 외인성 노화(extrinsic aging)는 태양광선

등의 누적된 외부 스트레스에 의해 피부가 얇아지거나 주름이 증

가되고 탄력이 감소되고 기미, 주근깨 및 검버섯 등이 증가하게

된다. 특히 UVB는 피부 섬유아세포와 표피상피세포의 DNA에

직접적인 손상을 주어 화상, 광노화, 피부암 등을 촉발하는 경로

와 간접적으로는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 생성

으로 인한 세포의 지방질막 손상과 세포 염증반응, 피부 구성단

백질의 손상 등에 의한 광노화(photoaging)를 유발시킨다(Sun 등,

2015). 매우 낮은 강도의 UVB에 의한 피부세포의 산화 스트레

스의 증가는 matrix metalloproteinase (MMP)의 발현을 가속화시

켜 피부 콜라겐이 감소하게 된다(Jenkins, 2002; Oh 등, 2015).

MMPs group은 collagenase, gelatinase, stromelysin, membrane-

type MMP로 나눌 수 있으며, 약 20여 종류가 알려져 있다

(Brinckerhoff 등, 2000). 이 중 collagenase group에는 MMP-1, -8,

-13이 포함되며 주로 제 I형, II형, III형 콜라겐을 분해한다.

Gelatinase group에는 MMP-2, -9가 포함되며 MMP-1에 의해 분

해된 콜라겐 조각들을 더 잘게 분해해 피부 노화에 주요한 역할

을 한다. Stromelysin group에는 MMP-3, -10, -11이 포함되며, 주

로 제 IV형 콜라겐을 분해한다(Kusukawa 등, 1996). 최근 노령인

구의 증가로 노화를 지연시킬 수 있는 약물에 대한 관심이 크게

증가함에 따라 새로운 피부노화 억제제나 치료제 개발을 위한 연

구가 활발히 진행되고 있다. 또한 현대인들은 만성질병 및 성인

병이 사회적인 문제로 대두됨에 따라 건강한 삶을 위한 웰빙(well-

being) 및 기능성 식품에 대한 관심이 높아지면서 주식으로 기존

의 백미에서 유색미로 대체하여 섭취하는 경향이 증가하고 있다

(Ryu 등, 2005). 우리나라에서 유통되는 유색미는 흑미와 적미 등

이 있으며(Nam 등, 2003), 품종에 따라 과피에는 다양한 자연 색

소를 함유하고 있다(Kang 등, 2005). 흑미는 polyphenolics, 플라

보노이드, 안토사이아닌, 바이타민, 감마오리자놀 등의 기능성 성

분들을 함유하고 있어 비교적 강한 산화방지 활성이 있고(Slavin

등, 1999), 적미는 틴닌계 색소 뿐 아니라 카테킨 및 카테콜 타

닌 등 다양한 기능성 성분을 함유하고 있다고 보고되었으며(Choi

와 Oh, 1996), 항암활성(Nam과 Kang, 1998)과 DNA 손상을 회복

시켜주는(Tsuda 등, 1998) 효과에 대한 보고 등 다양한 연구들이

이루어지고 있다. 선행된 연구에서 이미 선별된 유색미 5종에 대

한 생리활성에 대한 연구를 진행하였으며, 본 연구에서는 효과가

우수했던 조생흑찰과 신토흑미의 에탄올 추출물을 이용하여 사

람 피부 표피세포에서의 MMP-1 (collagenase group)과 MMP-3

(stromelysin group), MMP-2와 9 (gelatinase group)의 단백질 발

현 억제와 MMP-1과 MMP-3의 mRNA 발현에 대한 억제 활성을

알아보고자 하였다.
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재료 및 방법

시료의 추출

본 실험에 사용된 선별된 유색미는 조생흑찰(J)과 신토흑미(SR)

의 2종으로 2015년 국립식량과학원(Miryang, Korea)에서 제공받

아 에탄올을 이용하여 추출을 실시하였다. 시료 중량의 10배 양

의 70% 에탄올에 침지하여 상온에서 24시간 방치하여 상층액과

침전물을 분리하여 3회 반복 추출하였다. 각 추출물들은 여과지

(Whatman No. 2, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를

이용하여 여과한 후 농축·냉동건조하여 냉장보관하면서 실험에

사용되었다.

전자공여능 측정

전자공여능은 Blois(1958)의 방법을 변형하여 다음과 같이 측

정하였다. 각 시료용액 100 μL에 0.2 mM의 1,1-diphenyl-2-picryl-

hydrazyl (DPPH, Sigma-Aldrich Co.) 50 μL 넣어 잘 혼합한 후

암소에서 30분간 반응시킨 다음 517 nm에서 흡광도를 측정하였

다. DPPH를 이용한 산화방지 활성은 시료용액의 첨가구와 무첨

가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

ABTS 라디칼 제거능 측정

ABTS 라디칼 제거활성의 측정은 Park 등(2016)의 방법에 의해

측정하였다. 즉 7.4 mM ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazo-

line-6-sulfonic acid), (Sigma-Aldrich Co.) 0.5 mL와 2.6 mM 과황

산포타슘(K
2
S

2
O

8
) 88 μL를 섞은 용액 1 mL와 에탄올 88 mL를 혼

합한 ABTS용액 1 mL를 1:1로 섞은 후 12시간 동안 라디칼을 형

성시킨 용액을 99% 에탄올에 약 1:13의 비율로 섞어서 734 nm

에서 대조구의 흡광도 값이 0.706±0.001이 되도록 조절한 ABTS

용액을 사용하였다. 시료용액 100 μL와 ABTS 용액 100 μL를 혼

합하여 30초간 진탕한 후 1분간 상온에서 반응시키고 734 nm에

서 흡광도를 측정하였다. ABTS radical cation decolorization 효과

는 시료 용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

Collagenase 저해 활성

Collagenase 저해활성 측정은 Cannell 등(1988)의 방법을 변형

하여 다음과 같이 측정하였다. 즉 0.1M tris-HCl buffer (pH 7.5)

에 4 mM CaCl
2
를 첨가하여, 4-phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-

Leu-Gly-Pro-D-Arg (0.3 mg/mL, Sigma-Aldrich Co.)를 녹인 기질

액 0.25 mL 및 시료용액 0.1 mL의 혼합액에 collagenase (0.2 mg/

mL, Sigma-Aldrich Co.) 0.15 mL를 첨가하여 실온에서 20분간 정

치한 후 6% 시트르산 0.5 mL을 넣어 반응을 정지시킨 후 아세

트산에틸 1.5 mL을 첨가하여 320 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Collagenase 억제활성은 시료 용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광

도 감소율로 나타내었다.

세포의 배양

Human 유래 keratinocyte cell line인 HaCaT cells는 German

Cancer Research Center (DKFZ, Germany)로부터 공급받았으며,

10% FBS와 페니실린/스트렙토마이신(Sigma-Aldrich Co.) 100

unit/mL이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,

Gibco BRL Co., Grand Island, NY, USA) 배지를 사용하여

37oC, 5% CO
2
 incubator (MCO-18AIC, SANYO Co., Sakata,

Japan)에서 배양하였으며, 2-3일에 한 번씩 계대 배양을 시행하

였다.

MTT assay

세포 생존율 측정은 Mosmann(1983)의 방법에 따라 측정하였

다. HaCaT cell을 96well plate에 1×106 cells/well이 되게 0.18

mL 분주하고, 시료를 농도별로 조제하여 0.02 mL 첨가한 후 UV-

B (LP471 UVB probe, Delta OHM, Padova, Italy)를 이용하여

cell plate와의 거리가 25 cm가 되도록 설치하여 50 mJ/cm2를 조사

하고 5% CO
2
 incubator에서 24시간 배양하였다. 여기에 5 mg/mL

농도로 제조한 3-(4,5-dimetylthiazole-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazolium

bromide (MTT, Sigma-Aldrich Co.) 용액 0.02 mL를 첨가하여 4시

간 배양한 후 상층액을 제거하고, 형성된 포마잔에 각 well당 0.1

mL의 DMSO 용액과 0.1 mL의 에탄올을 가하여 실온에서 차광

하여 30분간 반응시킨 뒤 ELISA reader (PowerWave XS, Biotek,

Winooski, VT, USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

웨스턴 블롯을 통한 단백질의 발현 측정

MMP-1과 -3의 발현을 보기 위하여 HaCaT cell을 96 well cul-

ture plate에 1×106 cells/mL로 cell seeding 후 24시간 동안 배양

하여 cell을 안정화시켰다. 배지를 제거한 후 시료를 농도별로 처

리하고 30분간 반응시킨 후 UV-B (50 mJ/cm2)를 조사하고 24시

간동안 배양 후에 상층액을 제거하고 PBS로 2번 세척하였다. Cell

을 harvest하여 radio-immuno-precipitation assay (RIPA) lysis

buffer 200 μL에 cell을 용출시켜 단백질을 수확·원심분리하여 얻

은 상층액은 Bradford assay로 정량하고 SDS-PAGE에서 전기영동

하여 분리하였다. Gel을 3시간 동안 polyvinylidenedifluoride

(PVDF) membrane (Sigma-Aldrich Co.)에 옮긴 다음 4oC에서 4시

간 동안 5% 탈지우유(skim milk)로 blocking 하였다. Primary

antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA)를

1:1,000으로 희석하여 4oC에서 overnight 하고 나서 TBST로 30분

간 교반하여 세척하는 과정을 3회 반복하였다. 각각의 HRP-

conjugated secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)를

희석하여 상온에서 1시간 동안 처리하고 다시 TBST로 10분 간

교반하여 세척하는 과정을 3회 반복한 뒤 ECL 용액을 가한 후

Western imaging system (EZ-Capture MG, ATTO, Amherst, NY,

USA) 기기를 이용하여 밴드를 확인 및 정량하였다.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

HaCaT cell은 100 mm dish에 3×105 cells/mL이 되게 분주하고

37oC에서 5% CO
2
 incubator에서 24시간동안 배양 후 무혈청 배

지 처리하여 다시 24시간 배양하였다. UV-B (50 mJ/cm2)를 조사

하고 나서 무혈청 배지 9 mL과 시료를 농도별로 1 mL을 첨가하

여 24시간 배양한 뒤 세포의 배양액을 harvest하여 human ELISA

MMPs kit (Sigma Chemical Co.)을 사용하여 MMPs의 발현을 확

인하였다.

RNA 추출 및 reverse transcription-polymerase chain

reaction (RT-PCR)

RNA는 high pure RNA isolation kit (Roche, Basel, Switzer-

land)를 이용하였으며 제조회사의 방법에 준하여 total RNA를 추

출하였으며 1 μg/μL의 농도로 정량하고 추출된 total RNA는 tran-

scriptor first Stand cDNA synthesis kit (Roche, Basel, Swiss)를

이용하여 역전사를 진행시켜 cDNA를 합성시켰다. 유전자 발현

은 fast start essential DNA green master kit (Roche)를 사용하여

RT-PCR을 수행하였다. 이 분석에서 내부 대조구는 베타액틴(Santa

Cruz Biotechnology, Inc.)을 사용하였고 primer (Santa Cruz Bio-
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technology, Inc.)의 순서는 다음과 같다. Human MMP-1 (forward,

5'-ATT CTA CTG ATA TCG GGG CTT TGA-3'; reverse, 5'-

ATG TCC TTG GGG TAT CCG TGT AG-3'), MMP-3 (for-

ward, 5'-TTG TTC TTT GAT GCA GTC AGC-3'; reverse, 5'-

GAT TTG CGC CAA AAG TGC-3'), β-actin (forward, 5'-CTG

GCA CCC AGC ACA ATG AAG-3'; reverse, 5'-ACC GAC

TGC TGT CAC CTT CA-3'). PCR의 증폭 조건은 다음과 같다.

95oC에서 5분간 초기 변성(denaturation)시킨 후 40 cycle을 증폭

시켰다. 95oC에서 60초간 변성, 60oC에서 60초간 아닐링(anneal-

ing), 72oC에서 65초간 extension시켰다. MMP-3은 94oC에서 60초

간 40 cycle을 증폭시킨 후 60oC에서 60초간, 72oC에서 60초간

실행시켰다. RT-PCR 증폭으로 생산된 DNA는 0.5 μg/mL의 ethid-

ium bromide가 포함된 1% metaphor agarose gel에 전기이동하여

cooled CCD camera system EZ-Capture II와 CA analyzer soft-

ware (version 3.00, EZ-Capture MG, ATTO, Amherst, NY,

USA)를 이용하여 mRNA의 발현 정도를 확인하였다.

통계처리

실험결과에 대한 통계처리는 SPSS 25.0 (IBM SPSS Inc., NY,

USA)를 이용하여 평균과 표준편차로 나타내었고, 각 처리군 간

의 유의성에 대한 검증은 분산분석(analysis of variance, ANOVA)

을 이용하여 유의성을 확인한 후, Duncan’s multiple range tests

(p<0.05)로 다중비교를 실시하여 분석하였다.

결과 및 고찰

전자공여능 활성 결과

DPPH는 매우 안정한 자유라디칼로서 517 nm에서 특징적인 광

흡수를 나타내는 보라색 화합물이다. 만일 시료가 항산화 활성을

가지고 있다면 DPPH가 갖고 있는 지질산화에 관여하는 자유라

디칼의 비공유결합을 소거하여 DPPH의 환원성을 높일 것이고,

DPPH가 환원이 많이 될수록 보라색을 잃게 되어 UV 측정 시

그 수치도 낮아진다(Ancerewicz 등, 1998; Heo 등, 2006). 선별된

유색미 2종에 대한 전자공여능 활성결과를 Fig. 1(A)에 나타내었

다. JE와 SRE 모두 500 μg/mL 농도에서 88.5%와 88.9% 이상의

높은 DPPH 라디칼 제거능을 보였다. Lee 등(2007)은 고아미 2호

벼, 큰눈벼 및 흑광벼의 70% 에탄올추출물이 5 mg/mL의 농도에

서 22.6, 26.3 및 32.5%의 활성을 가진다고 보고하였고, Woo 등

(2008)은 수원511호 및 일품쌀의 70% 에탄올 추출물에 대한

DPPH 라디칼 제거활성은 1 mg/mL의 농도에서 각각 14.16%와

10.92%, 5 mg/mL의 농도에서 각각 42.00%와 30.10%의 활성을

보고하였으며, Song 등(2005)은 유색보리 40계통의 평균값이

69.82±10.21%의 전자공여능을 나타내었다고 보고한 것과 비교하

였을 때, 선별된 유색미 2종인 JE와 SRE의 자유 라디칼 제거활

성이 매우 우수함을 확인할 수 있었다.

ABTS 라디칼 제거 활성 결과

ABTS 라디칼을 이용한 산화방지력의 측정은 과황산포타슘과

의 반응에 의해 생성된 ABTS 자유 라디칼이 추출물 내의 산화

방지력 물질에 의해 제거되어 라디칼 특유의 색인 청록색이 탈

색되는 것을 이용한 측정방법이다(Kim 등, 2009). JE와 SRE에 대

한 ABTS 라디칼 제거활성 결과는 Fig.1(B)에 나타내었다. JE와

SRE 모두 100 μg/mL 이상의 농도에서 93.5%와 95.7% 이상의

ABTS 라디칼 제거능을 나타내었는데, 이는 양성 대조군인 BHT

보다도 높은 제거능이었다. Seo 등(2013)은 건강홍미, 적진주벼,

남평벼의 에탄올 추출물의 경우 대한 0.2 mg/mL의 농도에서 약

63.2, 52.2%, 그리고 32.1%라고 보고하였으며, Park 등(2016)은 남

부 평야지에서 생산된 유색미 18종에 대한 항산화 활성을 연구

한 결과에서 흑진주가 14.70±0.62 μg/mL의 IC
50
값을 나타내었고,

신토흑미와 신농흑찰이 각각 16.79±1.56 및 17.01±2.72 μg/mL 의

순으로 산화방지 활성이 높았다고 보고하였다. 이러한 기존의 연

구 결과와 비교하였을 때 JE와 SRE가 우수한 산화방지 활성을

나타내었음을 확인할 수 있었다.

Fig. 1. DPPH radical scavenging activity (A) and ABTS radical

scavenging ability (B) of colored rice extracts. JE: 70% Ethanol
extract of Josaengheugchal, SRE: 70% Ethanol extract of
Shintoheug Rice, BHA: Butylated Hydroxy Anisole (Positive
control), BHT: Butylated Hydroxy Toluene (Positive control),
Results are means±SD of triplicate data. Means with different letters
(a-e) above the bars are significantly different by Duncan’s multiple
range test at p<0.05.

Fig. 2. Collagenase inhibitory ability of colored rice extracts. JE:

70% Ethanol extract of Josaengheugchal, SRE: 70% Ethanol extract
of Shintoheug Rice, EGCG: Epigallocatechin gallate (Positive
control), Results are means±SD of triplicate data. Means with
different letters (a-e) above the bars are significantly different by
Duncan's multiple range test at p<0.05.
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Collagenase 억제 활성 결과

콜라겐은 피부에서 탄력과 결합에 중요한 역할을 하고 있는데

트립신과 같은 단백질 분해효소의 작용을 받지 않고 collagenase

에 의해 분해된다(Fanger 등, 1997). 따라서 collagenase는 세포외

기질 단백질을 분해하는 효소로 피부의 주름생성을 촉진시키는

요인이 된다. 이러한 collagenase 억제능 실험결과는 Fig. 2와 같

다. JE와 SRE 모두 1,000 μg/mL의 농도에서 각각 73.2, 74.4%

이상의 효소 억제능을 나타내었다. Lee 등(2018)의 연구보고에 따

르면, 딸기의 80% 에탄올 추출물이 collagenase를 저해하는 IC
50

value가 3.08±0.22 mg/mL이라고 보고하였고, Min 등(2004)이 보

고한 단삼의 에탄올추출물에 대한 분획물 가운데 chloroform

fraction 1%의 농도에서 88.2±2.1%의 억제활성을 나타낸 결과와

비교했을 때, 우리의 결과가 비교적 높은 collagenase 저해 효능

을 나타내고 있음을 확인할 수 있었으며, 아직까지 일반미나 잡

곡, 유색미의 collagenase 억제 활성에 대한 연구결과는 미흡한 실

정이다.

세포 생존율 측정 결과

Yellow tetrazolium salt MTT는 담황색 기질로서 살아있는 세포

의 미토콘드리아 내의 환원효소에 의해 환원되어 포마잔(formazan)

을 생성하는데 죽어있는 세포에서는 형성되지 않고 살아있는 세

포의 수가 많을수록 포마잔의 생성도 많아지고 세포의 성장을 측

정할 수 있다(Gross와 Lapiere, 1962). JE와 SRE에 대한 사람각질

세포인 HaCaT 세포에서의 생존율을 확인하기 위하여 MTT assay

를 실시하였으며, 그 결과는 Fig. 3(A)에 나타내었다. HaCaT 세

포에 대하여 100 μg/mL 이하의 농도에서 모두 90% 이상의 세포

생존율을 나타내었다. 또한 UV-B (50 mJ/cm2)를 조사한 후 JE와

SRE를 처치시켰을 때의 HaCaT 세포의 생존율을 확인한 결과는

Fig. 3(B)에 나타내었다. UVB만 조사한 세포(Cont)의 생존율이 약

72.6%였으며, UVB 조사 후 JE를 처치한 경우는 25-100 μg/mL의

농도에서 89.0-78.2%, SRE를 처치한 경우는 81.2-81.1%의 생존율

을 나타내어 UVB 자극으로 인한 세포 손상을 회복시켜주는 효

과를 확인할 수 있었다.

Fig. 3. Cell viability assay on Human HaCaT cells of colored rice

extracts. (A) The cells were treated for 24 h with the indicated
concentrations of Colored rice extracts (B) and treatment with UVB
(50 mJ/cm2). Nor: not treated any extract and UVB, Cont: only
treated UVB, JE: 70% Ethanol extract of Josaengheugchal, SRE:
70% Ethanol extract of Shintoheug Rice, Results are means±SD of
triplicate data. Means with different letters (a-d) above the bars are
significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

Fig. 4. Expression levels of MMP-1 and -3 on UVB-stimulated
HaCaT cells from colored rice extracts. The cells were treated for
24 h with the indicated concentrations of extracts before treatment
with UVB (50 mJ/cm2) for 24 h. The results were analyzed by
western blot. Nor: not treated any extract and UVB, Cont: only
treated UVB, (A) JE: 70% Ethanol extract of Josaengheugchal, (B)
SRE: 70% Ethanol extract of Shintoheug Rice. Bands are
representative of three or four experiments. The percentage indicates
the MMP-1 and -3 ratios relative to the β-actin. Means with different
letters (a-e) above the bars are significantly different by Duncan’s
multiple range test at p<0.05.
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MMP-1과 MMP-3의 단백질 발현 억제 결과

진피의 90%를 차지하고 있는 콜라겐은 collagen type I, II, III,

IV 그리고 V가 있으며, 세포 내에서 pro-collagen이라는 전구물질

로 합성된 후 세포 외로 분비되어 콜라겐 섬유로 중합된다(Fisher

등, 1997). 세포외기질을 분해하는 단백질 분해효소인 MMP group

에는 약 20여 종이 있으며, collagenase group (MMP-1, -8, -13),

gelatinase group (MMP-2, -9), stromelysin group (MMP-3, -10,

-11)이 있다(Brinckerhoff 등, 2000). 그 중 MMP-1은 주로 type I,

III형을 분해하는 collagenase이고, MMP-3은 collagen type IV를

특이적으로 분해하고 pro-MMP-1을 활성화시킨다(Fisher 등, 1996).

MMP-1과 -3의 단백질 발현을 억제하는지 확인하기 위해 Western

blot을 실시하였고, 그 결과는 Fig. 4와 같이 나타났다. JE와 SRE

모두 UVB를 조사한 HaCaT cell에서의 MMP-1과 MMP-3의 발

현을 농도의존적으로 억제시켰으며, 특히 MMP-1은 100 μg/mL의

농도에서 78.3% (JE)와 70.8% (SRE)의 우수한 억제효과를 보였

다. 그러나 MMPs의 발현이 UVB를 조사하지 않은 정상세포군

(Nor)보다도 억제되었는데, 이는 Lee 등(2014)의 보고에서 한방

발효주 주박 추출물의 자외선 조사에 따른 HaCaT cell에서의

MMP-1 발현억제 결과에서, 우리의 결과와 마찬가지로, 50과

100 μg/mL의 농도에서 정상세포군(Non)보다도 발현이 억제된 결

과를 제시한 것과 비슷한 결과임을 확인할 수 있었다.

ELISA assay를 통한 MMPs 발현 억제 결과

Gelatinase group에는 MMP-2와 -9이 포함되며 MMP-2는

MMP-9과 MMP-13을 활성화시킨다. MMP-9는 gelatinase와 colla-

genase type IV인 UVB 유도 MMP이며 피부에서 MMP-1을 포함

한 collagenase에 의해 절단한 후에 콜라겐 섬유의 최종 분해를

하는 중요한 역할을 담당하고 있다. 더욱이, MMP-9의 gelatinase

Fig. 5. Expression levels of MMP-2 and -9 on UVB-stimulated

HaCaT cells from colored rice extracts. The cells were treated for
24 h with the indicated concentrations of extracts before treatment
with UVB (50 mJ/cm2) for 24 h and subjected to ELISA assay using
antibodies to MMP -2 and -9. Nor: not treated any extract and UVB,
Cont: only treated UVB, JE: 70% Ethanol extract of Josaeng-
heugchal, SRE: 70% Ethanol extract of Shintoheug Rice. Bands are
representative of three or four experiments. The percentage indicated
the MMP-1, -2, and -9 ratios relative to the β-actin. Means with
different letters (a-c) above the bars are significantly different by
Duncan’s multiple range test at p<0.05.

Fig. 6. MMPs mRNA expression on UVB-stimulated HaCaT
cells from Colored rice extracts. The cells were treated for 24 h
with the indicated concentrations of extracts before treatment with
UVB (50 mJ/cm2) for 4 h and subjected to RT-PCR using the MMP-
1 and -3. Nor: not treated any extract and UVB, Cont: only treated
UVB, (A) JE: 70% Ethanol extract of Josaengheugchal, (B) SRE:
70% Ethanol extract of Shintoheug Rice. Bands are representative of
three or four experiments. The percentage indicated the MMP-1 and
-3 ratios relative to the β-actin. Means with different letters (a-d)
above the bars are significantly different by Duncan’s multiple range
test at p<0.05.
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activity가 N terminal nonhelical telopeptide에서 collagen type I,

II 그리고 V를 절단하는데, 이는 MMP-9가 이전에 생각했던 것

보다 collagenous ECM의 remodeling에 있어서 훨씬 광범위한 역

할을 수행한다고 보고 있다(Okada 등, 1995). 우리는 MMP-2와 -9

의 발현억제를 human ELISA MMPs Kit을 통해 확인하였고 결

과는 Fig. 5에 나타내었다. UVB 자극을 준 세포에 JE와 SRE를

각각 농도별로 처치하였을 때 MMP-9의 100 μg/mL의 농도에서

각각 17.2%와 27.5%의 억제효과를 보였으나 MMP-2의 단백질

발현에는 크게 영향을 주지 않은 것을 확인할 수 있었다.

RT-PCR에 의한 MMPs의 mRNA 발현억제 효과

MMP-1과 -3의 단백질 발현 억제실험의 결과를 토대로 우리는

JE와 SRE가 MMP-1과 -3의 mRNA 발현에 미치는 영향을 관찰

하고자 RT-PCR을 이용하여 분석하였다. 그 결과 JE (Fig. 6(A))

는 MMP-1, -3의 mRNA의 발현을 농도의존적으로 감소시켰으며

특히 JE 100 μg/mL의 농도를 처치한 경우에 mRNA 발현이 매우

유의하게 감소(약 50.7%와 37.9%)되었음을 확인하였다. SRE를

처치한 MMP-1과 -3의 mRNA의 발현은 Fig. 6(B)에 나타내었다.

SRE는 MMP-1의 mRNA 발현억제가 미미하다가 100 μg/mL의 농

도에서 매우 효과적으로 억제(약 66.4%)하였음을 확인할 수 있

었고, MMP-3 mRNA 발현은 농도의존적으로 발현이 억제되었고

100 μg/mL의 농도에서 약 39.7%가 억제되었음을 알 수 있었다.

또한 MMP-1 mRNA의 경우, 정상세포군(Nor)보다 JE와 SRE를

처치한 세포군에서의 발현이 보다 더 감소한 결과를 보였으며

MMP-3 mRNA의 발현에서도 Nor 보다 JE를 처치한 세포군에서

보다 낮은 결과를 보였다. 이는 JE와 SRE의 농도가 높아질수록

뚜렷한 결과를 보인 결과이므로 우리는 JE와 SRE가 세포자극의

요인으로 작용할 수도 있다는 고려 하에 MTT 결과를 고찰하였

고(Fig. 3). 유색미 시료를 농도의존적으로 처리한 세포가 UVB를

조사하지 않은 경우(Fig. 3(A)) 뿐 아니라 조사하였을 경우(Fig.

3(B))에서 모두 높은 세포생존율을 보인 것으로 보아 유색미 자

체가 세포에 자극요인이 되지는 않을 것으로 사료된다. 그리고

이와 같이 정상세포군(Nor)보다 샘플 처치를 한 후에 MMP-1의

mRNA 발현이 보다 더 감소한 결과는 Han 등(2013)의 진귤과피

추출물의 MMP-1 발현조절 효과를 발표한 보고에서도 확인할 수

있었다. 다만 정상세포군이 UVB를 처치한 Cont과 비슷한 MMPs

mRNA 발현을 보인 것은 정상세포군 자체가 이미 스트레스를 받

은 상태였던 것으로 보인다. 그러나 유색미의 처치를 통해 MMPs

mRNA의 발현을 억제한 것은 유의한 결과로 판단된다.

요 약

본 연구에서는 선별된 유색미 2품종에 대한 자외선 조사에 따

른 노화 억제 메커니즘을 확인하고자 산화방지 활성을 분석하였

으며, JE와 SRE 모두 500 μg/mL 농도에서 88.5%와 88.9% 이상

의 높은 DPPH 라디칼 억제능을 보였으며, ABTS 억제활성 실험

에서는 100 μg/mL 이상의 농도에서 93.5%와 95.7% 이상의

ABTS 라디칼 억제능을 나타내었다. collagenase 억제 활성 실험

결과, JE와 SRE 모두 1,000 μg/mL의 농도에서 각각 73.2%,

74.4% 이상의 효소 억제능을 나타내었다. 또한 MMPs의 단백질

과 mRNA의 발현억제를 확인한 결과, MMP-1과 -3의 단백질 발

현은 농도의존적으로 억제되었음을 확인할 수 있었고, 특히 MMP-

1은 JE와 SRE의 50 μg/mL의 농도에서 각각 약 29.8%와 33.2%

의 억제효과를 나타내었고, 100 μg/mL의 농도에서는 각각 78.3%

와 70.8%의 우수한 억제효과를 나타내었다. 또한 MMP-1과 -3의

mRNA의 발현은 농도의존적으로 감소시켰으며 특히 JE 100 μg/

mL의 농도를 처치한 경우에 mRNA 발현이 매우 유의하게 감소

(약 50.7%와 37.9%)되었음을 확인하였다. SRE는 MMP-3 mRNA

의 발현이 농도의존적으로 억제되었고 100 μg/mL의 농도에서 약

39.7%가 억제되었으며, MMP-1 mRNA의 발현은 100 μg/mL의 농

도에서 약 66.4%가 억제되었음을 알 수 있었다. 본 연구에서 선

별된 유색미 2종인 조생흑찰과 신토흑미의 에탄올 추출물이 산

화방지 및 항노화 효능을 확인함에 따라 기능성 식품ㆍ화장품 분

야에서 주름개선 및 항노화 소재로서의 가능성을 확인하였다.
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