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Abstract We analyzed the antioxidant and anti-wrinkle activities

of berberine, isolated from dried rhizome of Coptis japonica

Makino, to determine its cosmetic potential. We performed the 3-

[4,5-dimethylthiazol]-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide (MTT)

assay to evaluate the toxicity of the berberine. We also measured

the ROS and hyaluronic acid production, and expression of MMP-

2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, and tumor necrosis factor-alpha

(TNF-α) to evaluate the antioxidant and anti-wrinkle activities of

berberine, respectively. The cytotoxicity of ultraviolet light, in

presence of berberine, was measured by the MTT assay using

CCD-986sk fibroblasts, and no cytotoxicity was observed at

concentrations less than 25 μg/mL. We also found that berberine

decreased ROS production in a concentration-dependent manner

and promoted the synthesis of hyaluronic acid. Further, berberine

reduced the protein levels and mRNA expression of MMP-2 and

MMP-9, which are associated with wrinkle formation, and increased

the expression of TIMP-1 and TIMP-2. In addition, the inhibitory

effect of berberine on TNF-α, known as pro-inflammatory

cytokine, was inhibited by TNF-α gene in a concentration-

dependent manner. These results suggest that berberine holds

cosmetic value owing to its antioxidant activity, by inhibiting ROS

production and anti-wrinkle activity by reducing MMP-2 and

MMP-9 and increasing TIMP-1 and TIMP-2 expression.

Keywords Anti-aging · Berberine · Matrix metalloproteinases ·

Reactive oxygen species · Tissue inhibitor of matrix metallo-

proteinases

서 론

피부노화는 그 요인에 따라 내재적 노화(intrinsic aging)와 외인

적 노화(extrinsic aging)로 구분할 수 있다. 내재적 노화는 세포

외 기질(extracellular matrix)의 산화적 스트레스에 의한 세포 및

조직의 손상, telomere 단축 및 apoptosis 장애로 인해 피부건조

및 탄력소실의 특징을 일으킨다(Meinhard 등, 2001; Jeong과

Kim 2006). 외인적 노화의 원인은 햇빛에 의한 피부노화가 주

요한 인자이며 흡연, 음주, 스트레스 등의 요인도 포함된다

(Farage 등, 2008). 피부는 자외선에 노출되면 홍반, 부종, 색소

침착 및 말초혈관을 확장시키는 특징을 나타내며 진피조직의 섬

유아세포에서 superoxide anion, peroxide, singlet oxygen 등을

포함하는 인체에 유해한 활성산소(ROS, reaction oxygen

species)를 생성하게 된다(Chung 2003). 과다하게 생성된 ROS

는 직간접적으로 DNA변성, 세포막의 파괴를 일으켜 암, 당뇨

병 등 각종 성인병을 일으키며 피부결합 조직성분인 collagen감

소에 원인이 되는 MMPs (matrix-metalloproteinase)를 증가시킨

다(Yaar와 Gilchrest 2007). MMPs 는 아연(Zn) 의존성 중성

단백질 분해효소로 collagen의 분해 및 변형에 관여하여 피부노
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화를 일으키는 과정에서 중요한 역할을 한다(Kim 등, 2011;

Hwang 등, 2014). MMP는 gelatinase, collagenase, stromelysin

및 막결합성 MMP군으로 분류 되며 최근 연구에 의하면 인간

에서 26가지의 MMPs가 존재한다고 보고되었다(Greenlee 등,

2007). MMP 중, MMP-1은 섬유성 콜라겐 1형과 3형의 콜라겐

을 1차로 분해하며 MMP-2와 MMP-9은 gelatinase군으로서

MMP-1에 의해 분해된 콜라겐 조각들을 더 잘게 분해하여 피

부노화에 주요한 역할을 한다(Moon 등, 2008). MMP-2는 분자

량 72 kDa 크기로 다양한 종류의 세포에서 항시 발현되어

laminin과 기저막을 형성하는 type IV collagen을 분해하는 효

소로 역할을 하며, MMP-9은 분자량 92 kDa으로 각종 염증성

자극에 의해 유도되고 기저막 성분을 분해하는 것으로 알려져

있다(Girolamo 등, 1997; Wong 등, 2002). 특히 MMP-9은

tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin-6와 같은 내

독소 염증성 매개체 자극으로 발현이 증가하는 것이 특징이며

섬유아세포에서 collagen의 분해를 촉진시킨다(Sanceau 등,

2002). MMPs의 활성을 조절하는 인자로 알려진 MMPs의 조직

억제인자(tissue inhibitors of MMPs, TIMPs)는 21-30 kDa의

분자량을 가지며 TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 등 4종이

알려져 있으며 다양한 유형의 세포에 의해 발현된다(Iwata 등,

1996; Ries 2014). TIMPs는 MMP와 비 공유적인 결합을 하여

MMP의 기능을 억제하는 것으로 알려져 있고, TIMP-1은

MMP-9과, TIMP-2는 MMP-2와 각각 결합하여 세포 간 기질의

파괴와 재형성 간의 균형을 조절하는 역할을 한다(Johnson 등,

1994). 이와 같이 최근 천연물을 이용한 항노화 화장품 소재 개

발에 있어서 MMPs와 TIMPs의 연관성을 검증하는 연구가 지

속적으로 진행되고 있다. 황련(Coptis japonica Makino)은 미나

리아재비과(Ranunculaceae)에 속하는 다년생 초목으로 주요성분

으로는 berberine 5.20-7.69%, coptisine, epiberberine, palmatine,

jateorrhizine, magnoflorine, worenine, ferulic acid 등이 있으며

이외에도 상당수의 미량원소인 Fe, Cu, Zn, Mn 등이 보고되어

있다(An 등, 2005; Zi-Min 등, 2017). 황련에 관련된 연구는

이러한 성분들의 개별 효과 및 약리기전에 대해 활발히 진행되

어 왔으며 주성분인 isoquinoline계 alkaloid인 berberine은 용혈

성연쇄구균, 흉막염균, 폐렴쌍구균, 콜레라균, 탄저병균등에 대

해 강한 억제효과가 있다고 보고 되어있다(Yamahara 1976). 함

영증에 관한 연구는 여러 조건 하에서 다양하게 입증되어 왔으

며(Choi와 Lee 2006; Chae 등, 2009) 최근에는 황련의 주 효

능 이외의 진통 효과(Li 등, 2006) 치은 섬유모세포 증식 효과

(Yoo 1996) 등이 입증되었다. 이전 연구에서 berberine 물질에

관한 약리학적 효능이 충분히 진행되었으나, 항주름 화장품 소

재개발을 위한 MMPs와 그 조절인자 TIMPs의 연관성에 대한

검증은 미비하였다. 본 연구에서는 황련에서 분리한 berberine

을 이용하여 항산화 및 항주름 효과에 대해 검증하였다.

재료 및 방법

식물재료

본 실험에 사용한 황련은 2016년 경북 의성군 봉양면 (주)옴니

허브로 부터 건조된 시료를 구입하였으며, 깨끗이 세척한 뒤 실

험재료로 사용하였다. 각 표본 및 추출물은 대구한의대학교 화

장품약리학과 피부면역약리 실험실에 보관하고 있다.

시료추출

황련 열수 추출액(2.5 g)에 25 mL 물을 넣고 3시간씩 3회 환류

추출 한 다음 filter paper (Whatman No. 2, Tokyo, Japan)를

사용하여 여과한 후 얻은 추출물 2.25 g을 Sephadex LH20 컬

럼 크로마토그래피로 분리하였다. 용매는 H2O-MeOH을 0-100%

까지 농도로 높였으며 TLC를 실시하여 4개의 분획(Fr.1, Fr.2,

Fr.3, Fr.4)으로 나누었다. Fr.3으로 부터 MCI-gel CHP 20 (75-

150 μm, Mitsubishi Chemical, Tokyo, Japan)에서 Middle

pressure liquid chromatography (MPLC) H2O-MeOH, 0-100%

을 이용하여 Fr.3-1, Fr.3-2, Fr.3-3으로 각각 나누었다. Fr.3-3은

MPLC를 이용하여 H2O-MeOH, 20-100% 조건에서 YMC-gel

ODS-A-HG (50 μm, YMC group, Kyoto, Japan)을 통해 최종

적으로 berberine의 화합물(20 mg)을 얻었고 실험에 사용하였다.

Berberine

yellow amorphous powder, 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ

9.74 (1H, s, H-8), 8.65 (1H, s, H-13), 8.09 (1H, d, J =

8.3 Hz, H-11), 7.98 (1H, d, J =8.4 Hz, H-12), 7.62 (1H, s,

H-1), 6.94 (1H, s, H-4), 4.89 (H-6), 6.09 (2H, s, OCH2O),

4.18 (3H, s, 9-OCH3), 3.23 (2H, t, J =6.4 Hz, H-5), 4.08

(3H, s, 10-OCH3), 
13C-NMR (150MHz, CD3OD): 150.9 (C-

10), 150.8 (C-3), 148.7 (C-2), 145.2 (C-9), 144.5 (C-8),

138.4 (C-13a), 133.9 (C-12a), 130.7 (C-4a), 126.8 (C-11),

123.3 (C-12), 122.1 (C-8a), 120.6 (C-13b), 120.3 (C-13),

108.2 (C-4), 105.3 (C-1), 102.5 (OCH2O), 61.3 (C-9), 56.4

(C-10), 56.0 (C-6), 27.0 (C-5).

세포 주 배양 및 세포독성 측정

세포 독성 측정에 사용된 섬유아세포 CCD-986sk는 American

Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하

였다. 세포 독성 측정 및 배양을 위한 배지조성을 위해

dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), fetal bovine

serum (FBS), penicillin/streptomycin, 0.4% trypan blue stain

은 Gibco BRL Co. (Rockville, NE, USA)에서 구입하였으며,

3-[4,5-dimethylthiazol]-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide

(MTT)는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구

입하였다. MMP-2, MMP-9, TNF-α, TIMP-1, TIMP-2, GAPDH

의 primary antibody와 secondary antibody는 Santa Cruz

(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. 본 실험에 이용한 각

세포의 배양은 10% FBS와 1% penicillin/streptomycin (100 U/

mL)을 첨가한 DMEM 배지를 사용하였으며, 37 oC, 5% CO2

incubator에 적응시켜 계대 배양하였다.

MTT assay에 의한 세포 독성 측정

CCD-986sk세포를 96 well plate에 5×103 cells/well이 되게

0.18 mL 분주하고, berberine을 각각 6.25, 12.5, 25, 50, 100

μg/mL의 농도로 조제하여 0.02 mL 첨가한 후 37 oC, 5% CO2

incubator에서 24시간 배양하였다. 여기에 5 mg/mL 농도로 제

조한 MTT 용액 0.02 mL를 첨가하여 4시간 배양한 후 배양액

을 제거하고 각 well당 DMSO 0.15 mL를 가하여 실온에서 15
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분간 반응 시킨 뒤 ELISA reader로 540 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 세포 독성 측정은 시료용액의 첨가군와 무첨가군의 흡

광도 감소율로 나타내었다.

ROS (Reaction Oxygen Species) 생성량 측정

CCD-986sk 세포를 배양한 후 96 well plate에 2×105 cell/well

로 접종하고 24시간 안정화하였다. 동일 배지로 교체한 후 20

mJ/cm2의 UVB로 자극 한 뒤, berberine을 5, 10, 25 μg/mL의

농도로 희석하여 처리한 후 48시간 배양하였다. 그 후 제조사

의 매뉴얼(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에

따라 ROS Glo H2O2 assay를 수행하였다.

HA (Hyaluronic acid) 생성량 측정

세포배양액 내의 HA 생성량은 ELISA kit (Echelon, Salt Lake

City, UT, USA)를 이용하여 측정하였다. CCD-986sk 세포는

DMEM 배지를 이용하여 5×104 cells/mL로 조절한 후 48 well

plate에 접종하고, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다.

세포에 20 mJ/cm2의 UVB를 자극한 뒤 5, 10, 25 μg/mL의

berberine을 처리하여 48시간 배양하였다. 배양이 끝난 후 상등

액을 취하여 HA를 측정하였다.

Western Blot을 이용한 단백질의 발현 측정

CCD-986sk 세포를 1×105 cell/wells로 6 well plate에 분주하여

24시간 배양한 후에 20 mJ/cm2의 UVB로 자극 한 뒤 berberine

을 농도별(5, 10, 25 μg/mL)로 처리하여 48시간 배양하였다. 세

포를 RIPA buffer (Pierce, IL, USA)로 용해시키고 원심분리하

여(12,000 rpm, 4 oC, 30 min) 세포막 성분들을 제거하여 상층

액을 얻었다. Bradford assay로 단백질을 정량하였으며, 20 μL

의 단백질을 10%의 sodium dodecyl sulfate polyacrylamide

gel electrophoresis를 이용하여 전기 영동한 후, 항체의 비특이

적 결합을 억제시키기 위해 PVDF membrane에 옮긴 다음 60

V에서 2시간 이상 transfer하였다. 5% skim milk가 함유된 tris

완충 용액으로 1시간 blocking 한 후, MMP-2, MMP-9, TNF-

α, TIMP-1, TIMP-2, β-actin 각각의 1차 및 2차 항체와 반응

시켰다. 반응 후 Immobilon Western Chemiluminescent HRP

substrate (Millipore, MA, USA)를 이용하여 60분간 반응시킨

후 LAS 4000 분석기(Fuji Film Life Science, Tokyo, Japan)

을 이용하여 현상하였다.

유전자 발현 분석을 위한 RNA 분리 및 RT-PCR

Berberine의 MMP-2, MMP-9, TNF-α, TIMP-1, TIMP-2,

GAPDH유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위해 CCD-

986sk 세포를 6 well에 1×105 cells/well에 되도록 분주하고 48

시간 동안 배양하였다. 배지를 제거한 후 20 mJ/cm2의 UVB로

자극 한 뒤, berberine을 농도별(5, 10, 25) μg/mL로 처리하여

48시간 배양하였다. 그 후 total RNA는 PBS로 3번 세척하고

세포를 수확한 다음, trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA)을 이용하여 분리하였다. Total RNA 2 μg과 PCR primer

oligonucleotide를 RT-PCR mixer와 혼합하고 RT-PCR을 시행하

였다. Lysis buffer를 이용하여 CCD-986sk 세포를 용해시키고,

4 oC 12,000 rpm에서 20분간 원심 분리하였다. MMP-2, MMP-

9, TNF-α, TIMP-1, TIMP-2, GAPDH의 염기서열은 Table 1

과 같다. RT의 조건은 42 oC에서 1시간 방치하여 cDNA를 제

조하고 94 oC에서 5분간 방치하여 reverse transcriptase를 불활

성화 시켰다. 이후의 PCR 조건은 94에서 30초(denaturation),

50 oC에서 30초(annealing), 72 oC에서 90초(extension)의 반응을

30회 반복하는 것을 기본으로 target cDNA 종류에 따라 최적

의 조건으로 조절하였다. 증폭된 cDNA는 1.2% agarose gel을

사용한 전기영동으로 분리하고 LAS 4000 image analyzer으로

확인하였다.

통계처리

결과 통계처리는 SPSS 10.0을 사용하였으며, 유의차 검증은 분

산분석(ANOVA: analysis of variance)프로그램을 이용하여 t-

test를 이용하여 통계적 유의수준 p <0.05, 0.01에서 검증하였다.

결과 및 고찰

세포독성 평가

Berberine의 세포독성 여부를 확인하기 위해(6.25, 12.5, 25, 50,

100) μg/mL의 농도를 세포에 처리한 결과, 25 μg/mL 이하의

농도에서 세포생존율이 90% 이상으로 나타나 CCD-986sk세포

에 독성이 없는 것으로 사료되어 25 μg/mL이하의 농도로 실험

을 진행하였다(Fig. 1).

ROS 생성 억제효과

활성산소종(ROS)은 고 에너지 복사선, 광증감반응 및 일부 효

소반응과 같은 과정을 거쳐 세포와 조직에서 생성되는데, 생체

내에서 과잉의 지방산화, DNA손상 및 단백질 변성 등을 초래

하는 것으로 알려져 있다(Shindo등, 1993). 많은 양의 자외선에

노출되면 피부에는 높은 농도의 활성산소종이 생성되며 피부세

포 내에서의 신호전달 과정에 영향을 미쳐 피부주름과 관련된

전사인자들을 활성화 시킨다(Pentland등, 1995; Park등, 2010).

CCD-986sk 세포에 대한 UVB 조사에 따른 ROS 생성량을 측

정한 결과, UVB를 20 mJ/cm2의 선량을 조사한 그룹은 대조군

Table 1 The sequences of the primers of MMP-2, MMP-9, TNF-α, TIMP-1, TIMP-2 and GAPDH

Gene Sense Antisense

MMP-2 GCATGGCTCGCCTACAGACT GCAGGGAGGGAGGCAGAGGA

MMP-9 ATGGCCCCACTGAAGATGCT TGAACACCAACGGTGGAGGT

TNF-α AAGCTTCATGGTGATGCGAC TCAAGCAGAAGAGGAAGGCA

TIMP-1 ACCTAGCGGACCCGAAATAA TGGAACAGCAGGAAAAGCAC

TIMP-2 CACTGGGGTTGGGAGGTAGT GCTCTCATGATGCTACCCGA

GAPDH CCACCCAGTACAGCGTCAAC CATGGTGCTTCTGTCGCTCT
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에 비해 ROS 생성량이 약 2배 증가 되었다. UVB 조사 후

berberine을 농도별(5, 10, 25) μg/mL 로 처리한 군은 농도의존

적으로 ROS 생성량이 감소되었으며 특히 25 μg/mL 농도에서

는 40% 이상의 높은 감소를 보였다(Fig. 2).

HA (Hyaluronic acid) 생성량 측정

Hyaluronic acid (HA)는 친수성 고분자 물질로서 피부 진피층

과 연골조직 등에서 주로 발견되며, 피부의 수분함량을 유지시

키고 콜라겐 및 엘라스틴과 함께 피부 탄력과 구조를 유지하는

필수적인 요소이다(Kim등, 2007). HA는 주로 각질형성세포 및

섬유아세포의 hyaluronic acid synthase에 의해 합성되어 세포

외 기질에 저장되고 UVB 및 산화적 스트레스에 의한 HA의

결함은 표피의 위축, 주름형성, 피부 수분량 감소, 탄력성 저하

등 피부노화를 일으키는 것으로 알려져 있다(Dübe 등, 2001;

Song등, 2013).

Berberine이 피부 수분량 및 탄력성에 영향을 미치는지 알아

보기 위하여 CCD-986sk 세포에 UVB조사 후 농도별(5, 10,

25) μg/mL 시료를 처리하여 Hyaluronic acid 생성 효과를 측정

하였다. 그 결과 berberine을 처리하였을 때 hyaluronic acid 양

은 유의적으로 농도의존적 증가를 나타내었으며 이는 berberine

이 피부 보습력 개선 및 피부노화 방지에 효과가 있는 것으로

확인되었다(Fig. 3).

MMP-2, MMP-9의 protein 합성 및 mRNA 발현 측정 결과

광노화 된 피부는 세포 외 기질을 분해하는 MMP-1, -2, -9과

같은 MMPs의 발현 증가로 피부건조증과 주름이 형성된다.

Berberine이 섬유아세포 내 UVB 자극에 의해 발현이 증가되는

MMP-2, -9에 미치는 영향을 알아보기 위하여 western blot

analysis를 시행하였다. 그 결과 섬유아세포에 처리된 berberine

의 농도가 증가할수록 처리하지 않은 군에 비해 MMP-2, -9의

protein level 발현이 억제되었으며, MMP-2는 (10, 25) μg/mL,

MMP-9은 25 μg/mL 농도에서 유의성 있게 감소하는 것을 확인

하였다(Fig. 4A). 또한 berberine의 처리에 따른 mRNA 발현을

관찰하고자RT-PCR로 수행한 결과, house keeping gene 인

GAPDH 발현을 기준으로 수치 한 결과 농도가 높아짐에 따라

MMP-2, -9의 발현이 감소되었고 25 μg/mL 농도에서 유의성을

확인하였다(Fig. 4B). 이와 같이 berberine은 MMPs의 발현을

저해함으로써 노화에 따른 주름생성을 억제할 수 있는 화장품

소재로의 가능성을 제시하고 있다.

TIMP-1, -2 protein 합성 및 mRNA 발현 측정 결과

주름개선 화장품 소재는 피부 노화를 방지하기 위해 진피의 상

당부분을 차지하는 콜라겐의 분해를 억제하는 소재를 찾는 것

이 핵심이며 이에 따라 항주름 소재의 MMPs와 TIMPs의 단백

질 발현 및 mRNA 단계에서 조절을 확인하는 것이 중요하다.

TIMPs (21-30 kDa)는 조직 내에서 MMPs 활성을 조절하는 주

요한 내재인자로 알려져 있으며 노화가 진행되면 MMPs 발현

은 증가되고 TIMPs의 발현은 줄어들어 피부탄력을 감소시키고

피부주름을 생성시키는 것으로 알려져 있다(Uzui 등, 2002;

Lambert 등, 2004).

Berberine의 섬유아세포에서의 TIMP-1, -2의 활성을 관찰하

고자 CCD-986sk 세포에 UVB조사 후 농도별(5, 10, 25) μg/

Fig. 3 Effect of berberine in the expression of hyaluronic acid in the

UVB-induced CCD-986sk human fibroblast cells. Cells were treated for

48 h with berberine (5, 10, 25 µg/mL) during UVB (20 mJ/cm2)

activation. The results were expressed as the average of triplicate.

*p <0.05, **p <0.01 compared with control

Fig. 1 Cell viability of berberine on CCD-986sk human fibroblast cells

by MTT assay. The cells were treated various concentrations of sample.

The results were expressed as the average of triplicate. *p <0.05,

**p <0.01 compared with control

Fig. 2 Effect of berberine in the expression of ROS in the UVB-induced

CCD-986sk human fibroblast cells. Cells were treated for 48 h with

berberine (5, 10, 25 µg/mL) during UVB (20 mJ/cm2) activation. The

results were expressed as the average of triplicate. *p <0.05, **p <0.01

compared with control
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Fig. 4 Expressions of MMP-2 and MMP-9 evaluated by protein level (A) and mRNA level (B) in CCD-986sk fibroblasts after berberine treatment.

CCD-986sk cells (1×105) were grown and exposed to UVB for 1 min; the cells were then subject to 5, 10 and 20 μg/mL of berberine treatment. The

protein and mRNA levels were normalized using Image Quant software

Fig. 5 Expressions of TIMP-1 and TIMP-2 evaluated by protein level (A) and mRNA level (B) in CCD-986sk fibroblasts after berberine treatment.

CCD-986sk cells (1×105) were grown and exposed to UVB for 1 min; the cells were then subject to 5, 10 and 20 μg/mL of berberine treatment. The

protein and mRNA levels were normalized using Image Quant software
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mL 시료를 처치하여 48시간 배양 후 단백질을 western blot

analysis를 시행하였다(Fig. 5A). 그 결과 UVB군에서 TIMP-1,

-2 발현을 현저히 감소시켰으며, berberine처리 후 농도의존적으

로 TIMP-1, -2 단백질 발현을 증가시켰다. RT-PCR 결과에서도

TIMP-1, -2의 mRNA 발현량이 농도의존적으로 감소되는 것을

확인하였다(Fig. 5B). TIMPs의 주된 생물학적 작용이 MMPs를

억제하는 것이며 그 중 TIMP-1은 MMP-9을, TIMP-2는

MMP-2에 각각 대항하여 피부 기저층의 기질분해작용을 억제

한다는 보고가 있다(Terada 등, 1996; Gong 등, 2000). 본 실

험 결과에 따라 berberine에 의한 단백질 및 mRNA발현에서

MMP-2와 MMP-9은 감소하였고, TIMP-1과 TIMP-2는 증가함

을 보여 berberine이 CCD-986sk 세포내에서 TIMP-1, -2 발현

을 조절하여 MMP-2, -9을 감소시킴으로써 콜라겐 분해를 억제

하는 것으로 추측된다.

Inflammatory cytokine TNF-α 발현 측정 결과

MMPs의 활성은 UVB, hormones, growth factors, cytokines에

의해 조절되며 특히 UVB에 의한 MMPs발현 증가는 세포 내

다양한 신호전달을 통해 활성화되어 inflammatory cytokine을

발현시켜 ROS를 생성시킨다(Hwang 등, 2012). TNF-α는 강력

한 pro-inflammatory cytokine으로서 염증반응의 매개체로 작용

하며, MMPs와 TIMPs의 과정에 관여하여 노화를 일으키는 것

으로 알려져 있다(Seo 등, 2004).

Berberine이inflammatory cytokine의 발현에 영향을 주는지 알

아보기 위해 섬유아세포에 UVB를 조사 후 berberine을 농도별

(5, 10, 25) μg/mL로 처리한 결과 UVB군에서는 TNF-α가 현

저하게 증가되었으며 berberine을 처리한 군에서는 TNF-α 단백

질 및 mRNA 발현이 낮아졌음을 확인하였다(Fig. 6).

TNF-α는 섬유아세포를 포함한 많은 조직에서 MMP-9 발현

을 유도하여 elastin, fibronectin, gelatin을 감소시키는 것으로

알려져 있다(Muller 등, 1993). 본 실험결과에도 UVB 단독 처

리한 군에서 TNF-α와 MMP-9 발현이 증가되었으며 berberine

을 처리한 군은 TNF-α와 MMP-9의 발현이 동일하게 감소하는

것으로 나타났다.

초 록

우리는 황련에서 분리된 베르베린의 화장품소재로의 활성을 평

가하기 위해 항산화와 항주름 효능을 분석하였다. 시료의 독성

을 평가하기 위해 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide (MTT) assay를 수행하였으며 항산화와 항

주름 활성평가를 위해 ROS 생성능, hyaluronic acid 생성능,

MMP-2, -9, TIMP-1,-2, TNF-α의 발현을 각각 측정하였다. 베

르베린에 대한 자외선의 세포 독성은 CCD-986sk 섬유아세포를

이용하여 MTT 분석으로 측정되었고, 세포 독성이 25 μg/mL의

농도 미만에서 관찰되지 않았다. 또한 베르베린이 ROS 생산을

농도 의존적으로 감소시키고 히알루론산의 합성을 촉진한다는

것을 발견했다. 베르베린은 주름 형성과 관련된 MMP-2 및

MMP-9의 protein 단계 및 mRNA 발현을 감소시키고 TIMP-1

및 TIMP-2의 발현을 증가시켰다. 프로 pro-inflammatory

cytokine 으로 알려진 TNF-α에 대한 베르베린의 억제효능을 실

험한 결과, 농도의존적으로 TNF-α 유전자를 억제하는 효과를

나타내었다. 이러한 결과를 통해 베르베린은 활성산소종의 억제

Fig. 6 Expressions of TNF-α evaluated by protein level (A) and mRNA level (B) in CCD-986sk fibroblasts after berberine treatment. CCD-986sk cells

(1×105) were grown and exposed to UVB for 1 min; the cells were then subject to 5, 10, and 20 μg/mL of berberine treatment. The protein and mRNA

levels were normalized using Image Quant software
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와 TIMP-1과 -2의 발현 조절에 의한 MMP-2,-9의 감소로 항산

화 및 항주름에 효과가 있는 화장품 소재로서의 가치를 가진다

고 사료된다.
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