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  요 약 : 구아바 잎 추출물의 항산화 활성과 항염증 소재로서의 활용 가능성을 확인하고자 하였다. 구
아바 잎 추출물의 총 폴리페놀 함량, 총 플라보노이드함량, RAW 264.7 세포에 대한 세포 독성 및 NO 
생성 억제를 통한 항염증 효과, 피부에 대한 안전성 평가를 실시하였다. 본 실험 결과, 총 폴리페놀과 
플라보노이드의 함량이 각 126.4 mg/g, 223.17 mg/g으로 높은 함량을 확인하였다. 대식세포인 264.7세
포에 대한 세포 독성이 나타나지 않았으며 NO 생성을 농도 의존적으로 억제되는 것을 확인하였다. 구
아바 잎 추출물을 함유한 크림을 제조하여 1차 첩포 테스트를 실시하여 피부 안전성을 확인한 결과 첩
포 24 시간 후와 첩포 제거 24 시간 후에도 피부에 대한 자극은 확인되지 않았다. 이러한 결과를 종합
해 볼 때 높은 총 폴리페놀과 플라보노이드의 함량으로 인한 항산화 활성이 우수하고, 세포에 대한 피
부 독성이 적고 NO 생성 억제 효과가 확인됨에 따라 항산화 및 항염증 효과를 가진 소재로서의 활용 
가능성을 확인하였다. 

주제어 : 세포 독성, 폴리페놀, 산화질소, 폴리페놀, 구아바 잎

  Abstract : It was intended to check a possibility of activity of Psidium guajava leaf extract as 
anti-oxidant and anti-inflammatory material. Total polyphenol and total flavonoid content of 
Psidium guajava leaf extract was checked. Cream having inhibitory effect on inflammation through 
toxicity and NO production inhibition in RAW 264.7 cell was manufactured, and skin safety was 
evaluated. It was confirmen that total polyphenol and flavonoid content of Psidium guajava leaf 
extract was 126.4 mg/g and 223.17 mg/g respectively, which was high content. According to the 
results of checking toxicity through cell viability in RAW 264.7 cell, cytotoxicity was not shown.
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And NO production indicating inflammatory disease was inhibited concentration-dependently. 
According to the results of carrying out single patch test after manufacturing the cream containing 
the Psidium guajava leaf extract, skin irritation did not occur for 24 h to put patch on skin or for 
24 h after removing the patch. Putting these results together, it was verified that there was 
possibility of application as raw materials for cosmetics, which would have anti-oxidant activity 
owing to the high polyphenol and flavonoid content of Psidium guajava leaf extract and 
anti-inflammatory material through NO production inhibition.  
 
Keywords : cytotoxicity, flavonoids, nitric oxide, polyphenol, Psidium guajava leaf, 

1. 서론

  염증은 조직의 손상이나 외부로부터의 자극이
나 다양한 병원균 침입에 의해 일어나는 생체 내 
방어 반응 중의 하나로서, 다양한 면역 세포에 
의해 생체 내에서 진행되는 복합적인 과정이다
[1,2]. 이때 생체 내 염증성 인자들이 활성화 되
면서 nitric oxide (NO)와 interlukin-1 beta 
(IL-1β), tumor necrosis factor-alpha (TNF-
α),  prostaglandin (PG)등 다양한 염증 매개 인
자들이 분비된다[3,4]. 특히 대식세포인 RAW 
264.7 세포에서 cytokines, (TNF-α), 
lipopolysaccharide (LPS)와 같은 자극에 의해 염
증 반응의 전사 인자인 NF-κB를 활성화시키며, 
그 결과 inducible nitric oxide synthase (iNOS), 
cyclooxygenase-2 (COX-2)를 발현시켜 NO와 
prostaglandin E2 (PGE2)를 생성하고, 염증을 일
으키는 것으로 알려져 있다[5,6]. 생체 내에서 신
호 전달을 하는 물질로서 NO는 생리적 과정에 
관여하지만, 세포 독성을 나타낸다[7,8]. 또한, 
NO 생성이 필요 이상으로 증가하게 되면, 염증 
반응의 항진, 과도한 혈관 확장에 의한 패혈성 
쇼크 유발, 상처 치유 억제, 신경 조직의 손상을 
일으켜 생체에 유해한 작용을 일으킨다[9]. 이와 
같이 생체 내의 NO 생성을 조절하는 것은 염증
을 억제하는 중요한 방법으로 보고되고 있다[10]. 
현재, 다양한 염증성 질환에 사용되는 스테로이드
와 비스테로이드성 항 염증제(NSAIDs)가 주로 
사용되지만, 부작용에 대한 문제가 보고됨에 따라 
피부에 대한 독성과 부작용이 적고, 효과가 우수
한 천연 소재를 활용한 다양한 연구가 진행되고 
있다[11-13]. 특히 약재로 주로 사용되고 있는 
천연 식물들의 생리활성 물질에 대한 연구와 유
효 성분을 농축하거나 다양한 용매를 이용하여 

분리한 후 효과를 입증하고 있으며[14-16], 이를 
활용한 미백 활성 효과[17-19], 주름 개선 효과
[20,21], 자외선 차단 효과[22, 23]등의 천연 식
물 소재를 활용한 기능성 화장품 개발 연구에 대
한 관심이 증가하면서 이와 관련한 연구도 활발
히 진행되어 지고 있다. 
  본 연구에 사용된 구아바(Psidium guajava)는 
전 세계적으로 아열대성 기후대에 널리 분포하고 
있는 도금양과(Myrtaceae)에 속하는 아열대성 식
물로서[24], 구아바의 주요 성분으로는 과실에는 
페놀성 화합물인 anthocyanin, myricetin, 
apigenin, ellagic acid등과 카로티노이드, 비타민 
C가 다량 함유되어 있으며[25-27], 잎에는 
alkaloid, tannin, flavonoid, sesquiterpene, 
triterpenoid, coumarin등이 다량 함유되어 있어
서[28-32], 기능성 소재로서 활용 가치가 매우 
높은 천연 식물 소재이다[33]. 하지만 현재까지 
기능성 화장품 소재로서 구아바 잎에 대한 연구
는 미흡한 실정이다. 이에 따라 본 연구에서는 
구아바 잎 추출물이 항산화 지표가 되는 총 폴리
페놀과 총 플라보노이드 함량을 통해 항산화 활
성을 확인하고자 하였다. 세포 실험으로 구아바 
잎 추출물이 RAW 264.7 세포에 대한 세포 독성
을 확인하였고, 염증 활성에 중요한 인자인 NO 
생성 억제 효과를 통해 항염증 효과와 구아바 잎 
추출물이 함유된 크림을 제조하여 피부에 대한 1
차 첩포 테스트를 통한 안전성을 평가하여, 구아
바 잎 추출물이 항산화 활성과 항염증 활성을 가
진 기능성 화장품 소재로서의 활용가능성을 확인
하고자 하였다. 

2. 연구과정 및 방법
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No. ingredients composition (%)

A
distilled water 63.6

glycerine 15
EDTA 2Na 0.05

B

cyclomethicone (DC345) 2.3
cetearyl alcohol/cetearyl glucoside 1
glyceryl stearate/PEG 300 stearate 1

butyl hydroxy toluene 0.05

C
butylene glycol dicaprylate 2
psidium guajava L. extract 5

sodium polyacrylate/ethylhexyl stearate/trideceth-6 10
total 100

Table 1. Formula of psidium guajava L. extract cream

2.1. 시료

  건조된 구아바 잎(약초명가, Korea) 100g에 10
배의 70% ethanol을 가한 뒤, 37℃ 인큐베이터 
안에서 72 h 동안 추출하였다. 72 h 후 여과하
여, Rotary evaporator (EYELA, Japan)로 감압 
농축하였고, 감압 농축을 통해 ethanol을 제거한 
뒤 최종 extract를 얻어 냉장고에 보관하여 본 실
험에 사용하였다. 

2.2. 구아바 잎 추출물을 함유한 크림 제형

  Table 1과 같이 구아바 잎 추출물을 함유한 크
림을 제조하였다. A상과 B상을 각각 측량 후 7
0℃이상의 가온으로 모든 성분을 용해시킨 후, A
상에 B상을 넣고 10 min 동안 3,000 RPM에서 
유화하였다. 이후 50℃까지 온도를 떨어뜨린 후 
C상을 첨가하여 5 min 동안 2,500 RPM에서 유
화하였으며, 교반이 완료된 후 밀봉하여 24 h 숙
성시킨 후 본 실험에 사용하였다. 

2.3. 실험 방법 

  2.3.1. 총 폴리페놀 함량 
 구아바 잎 추출물의 총 폴리페놀 함량은 
Folin-Denis 방법[34]을 수정하여 비색 정량하였
다. 본 실험에 사용된 구아바 잎 추출물을 각 농
도별로 희석한 후 추출물 400 μL와 Folin- 
Denis reagent (Sigma-Aldrich, USA) 400 μL를 
혼합하여 3 min 동안 실온에서 반응시킨 후 400 
μL의 10% Na2CO3 (Samchun, Korea) 용액을 
혼합하여 암실에서 60 min 반응시켰다. 60 min 

반응 후 상등액 200 μL를 96 well plate에 분주
하여, 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 동일한 
조건을 이용하여 3회 반복적으로 실험한 후 평균
값을 사용하였으며, 표준물질 caffeic acid 
(Sigma-Aldrich, USA)를 사용하여, 표준 검량선
을 구한 후, 구아바 잎 추출물의 총 폴리페놀 함
량을 구하였다.

  2.3.2. 총 플라보노이드 함량 
  구아바 잎 추출물의 총 플라보노이드 함량은 
Moreno방법[35]을 이용하여 측정하였다. 구아바 
잎 추출물을 농도별로 희석한 후 추출물 100 μ
L와 10% aluminum nitrate (Sigma-Aldrich, 
USA) 20 μL, 1M potassium acetate (Sigma- 
Aldrich, USA) 20 μL, ethanol (Duksan, 
Korea) 860 μL를 순서대로 혼합하여 실온에서 
40 min 동안 반응시켰다. 40 min 후 원심 분리
기로 부유물을 가라앉힌 후 96 well plate에 200 
μL씩 분주하여 415 nm에서 흡광도를 측정하였
다. 동일한 조건을 이용하여 3회 반복적으로 실
험한 후 평균값을 사용하였으며, 표준물질 
quercetin (Sigma-Aldrich, USA)을 사용하여, 표
준 검량선을 구한 후, 구아바 잎 추출물의 총 플
라보노이드 함량을 구하였다.

  2.3.3. 세포 배양
  한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, 
Korea)에서 대식세포인 RAW 264.7 Cell을 구입
하여, High glucose Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM; Sigma-Aldrich, USA) 배지에 
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No erythema
Very weak 
erythema

Weak
erythema

Erythema
Strong 

erythema

Value 10 7 5 3 1

Table 2. Level of erythema and value

10% fetal bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich, 
USA)과 1% penicillin (100 IU/mL, GE 
Healthcare Life Sciences, USA), 1% 
streptomycin (50 μg/mL, GE Healthcare Life 
Sciences)를 첨가하여 37℃, 5% CO2 인큐베이터 
안에서 세포 주기 36∼48 h으로 유지하며, 계대
배양을 진행하였다. 

  2.3.4. Neutral red assay를 이용한 세포 독성 
측정

  구아바 잎 추출물의 세포 독성을 확인하고자 
neutral red (NR) assay를 이용하여 측정하였다. 
96 well plate에 well 당 3 × 104 cells/well의 
농도로 RAW 264.7 cell을 분주하여, 24 h 동안 
37℃, 5% CO2가 공급되는 배양기에서 배양하였
다. 24 h 후 구아바 잎 추출물을 10, 20, 50, 
100 μg/mL의 농도로 희석하여 처리한 후 48 h 
동안 배양하였다. 배양된 세포 배양액을 NR 
solution이 1% 포함된 무 혈청배지로 교환하여, 
3 h 배양 후 현미경하에서 NR의 결정화 유무를 
결정하였다. phosphate buffered saline (PBS)에 
10% formaldehyde 용액을 첨가하여 각 well에 
100 μL씩 분주하여 20 min 동안 고정될 수 있
도록 처리한 후, NR desorb solution (50% 
distilled water, 49% ethanol, 1% glacial acetic 
acid)을 각 well에 100 μL로 분주하여 세포 내
의 NR을 추출하였다. microplate reader를 이용
하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였고, 본 실험
의 세포 생존율은 다음의 식에 따라 산출하였다.

세포 생존율(%) =

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

  2.3.5. Nitric oxide (NO) 생성 저해능 측정
  구아바 잎 추출물이 항염증 효과와 관련이 있
다고 알려진 NO 생성 억제 활성을 측정하기 위
해 세포 배양액 내 NO 양을 측정하였다. RAW 
264.7 세포를 96 well plate에 well당 5 × 104 

cell/well의 농도로 분주한 후 24 h 동안 37℃, 
5% CO2 배양기에서 배양하였다. 24 h 후 배양
된 배지를 제거하고 LPS 1 ㎍/mL 농도가 처리
된 배지에 추출물을 10, 25, 50, 100 ㎍/mL의 
농도별로 처리하여 48 h 동안 배양하였다. 48 h 
후 새로운 96 well plate에 griess reagent 100 
μL와 배양된 세포 배양 상층액 100 μL을 가하
여 10 min 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 
측정하였다.

  2.3.6. 1차 첩포 테스트 시험 평가
  구아바 잎 추출물이 함유된 크림을 이용하여 
피부 1차 첩포 테스트를 통해 피부 안전성을 평
가하고자 화장품 인체적용시험 및 효력시험 가이
드라인에 의거하여 20∼30대 여성 10명을 대상
으로 진행하였다[36]. 본 연구의 임상 대상자의 
상박 안쪽에 피부 손상이나 착색이 없는 부위에 
24 h 동안 첩포 하였다. 24 h 첩포 제거 후와 
24 h 경과 후의 피부 자극 정도를 연구자가 육안 
평가를 실시하였으며, 피부 홍반 반응을 10점 만
점의 척도로 Table 2와 같이 평가하였다. 

2.4. 통계 처리

  본 실험 결과는 모두 동일한 조건에서 독립적
으로 3회 이상 측정한 후 실험 결과를 얻어 사용
하였으며, 평균 ± 표준편차(Mean ± SD)로 표
기하였다. 통계 처리는 SPSS Window Version 
17.0 (SPSS Inc., Illinois, USA)을 이용하여 분석
하였고, 유의성 검증은 Student t-test로 실시하
였다. 실험 결과 p값이 0.05 미만을 때 통계적으
로 유의한 차이가 있는 것으로 판정하여 표기하
였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 총 폴리페놀 함량 측정 

  구아바 잎 추출물의 항산화 활성을 확인하기 
위하여, 페놀류 화합물들의 함량이 높아질수록 항
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산화 활성이 높다는 연구 결과에 따라[37,38], 항
산화 활성에 지표가 되고 있는 총 폴리페놀 함량
을 측정하였다. 본 실험 결과 구아바 잎 추출물
의 총 폴리페놀 함량은 18.3, 28.28, 66.9, 126.4 
mg/g의 높은 총 폴리페놀 함량을 나타내었다
(Fig. 1). 선행연구에서 Park & Onjo (2008)은 
구아바 잎 추출물의 총 페놀 화합물은 
19.0(g/100 g, D.W.)로 높은 함량으로 인한 강한 
항산화 활성과 천연 항산화제 소재로서의 가능성
이 높다고 보고하고 있다[39]. 또한, 현재까지 구
아바 잎 추출물의 항산화 관련 선행 연구에 의하
면 폴리페놀 함량과 항산화능은 유의적인 상관관
계가 있음이 보고됨에 따라[40,41], 구아바 잎 추
출물의 높은 폴리페놀 함량이 항산화 활성을 나
타낼 것으로 사료된다. 

Fig. 1. Change of total polyphenol of Psidium 
guajava leaf extract. The results are 
presented as the mean ± S.D. of three 
independent experiments.

3.2. 총 플라보노이드 함량 측정 

  본 연구에서 구아바 잎 추출물의 총 플라보노
이드 함량을 Fig. 2에 나타내었다. 본 실험 결과, 
구아바 잎 추출물의 플라보노이드 함량은 농도가 
증가할수록 높아지는 것을 확인하였으며, 10 
mg/mL 농도에서 223.17 mg/g의 총 플라보노이
드의 높은 함량이 확인되었다. 이와 같은 결과는 
Fransworth & Bunyapraphatsara (1990)의 선행 
연구에서 구아바 잎 추출물에서 플라보노이드
(flavonoid), 탄닌(tannin)계의 페놀성 화합물들이 
다량 함유되어 있다고 보고되고 있으며[42], 본 
연구에서도 높은 플라보노이드의 함량이 확인됨
에 따라 비슷한 연구 결과가 확인되었다.  

Fig. 2. Change of total flavonoid of Psidium 
guajava leaf extract. The results are 
presented as the mean ± S.D. of three 
independent experiments.

3.3. 세포 생존율

  본 연구에서 구아바 잎 추출물의 세포 독성을 
확인하기 위하여 RAW 264.7 세포에 10, 25, 
50, 100 μg/mL의 농도를 처리하여 세포 독성을 
확인하였으며, Fig. 3에 나타내었다. 본 실험 결
과, RAW 264.7 세포에 구아바 잎 추출물을 처
리한 결과 모든 농도에서 세포 독성이 나타나지 
않았으며, 무 처리군인 control 생존율 100%와 
비교하면, 구아바 추출물을 처리하였을 때 농도가 
증가할수록 세포 증식 효과가 나타나는 것을 확
인하였다. 이와 같은 결과를 통하여 구아바 잎 
추출물의 세포 독성은 나타나지 않은 것으로 확
인되었으며, 추후 최고 농도 100 μg/mL으로 희
석하여 다음 실험을 진행하였다. 

Fig. 3. Cytotoxicity in RAW 264.7 cells. The 
results are presented as the mean ± S. 
D. of three independent experiments.
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       Time

No.       

A B C D

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

1 10 10 10 10 10 10 10 10

2 10 10 10 10 10 10 10 10

3 10 10 10 10 10 10 10 10

4 10 10 10 10 10 10 10 10

5 10 10 10 10 10 10 10 10

6 10 10 10 10 10 10 10 10

7 10 10 10 10 10 10 10 10

8 10 10 10 10 10 10 10 10

9 10 10 10 10 10 10 10 10

10 10 10 10 10 10 10 10 10

Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Mean 10 10 10 10 10 10 10 10

Table 3. Result of patch test after 24 hours and 48 hours, A: water, B: glycerin, C: control 

cream, D: Psidium guajava leaf extract cream

3.4. NO 생성 억제 

  본 연구에서 구아바 잎 추출물이 염증성 질환
을 나타내는 NO 생성 억제 활성에 영향을 미치
는지 확인하기 위하여 대식세포인 RAW 264.7 
세포에 염증 매개 물질인 LPS를 처리하여 염증을 
유도한 후 구아바 잎 추출물 10, 25, 50, 100 μ
g/mL의 농도로 처리하여 NO 생성 억제 효과를 
확인한 결과를 Fig. 4에 나타내었다. 본 실험 결
과, RAW 264.7 세포에 LPS는 유의하게 염증을 
증가시켰으며, 구아바 잎 추출물을 처리 하였을 
때 농도 의존적인 NO 생성 억제 효과를 나타내
었다. 특히 100 μg/mL에서 50.4 %의 유의한 
NO 억제 효과를 나타내었다. Kim (2014)의 선
행 연구에서 구아바 잎 MeOH 추출물이 최고 
농도인 100 μg/mL에서 83.0% 의 NO 생성 억
제 효과를 통해 Basal 군과 유사한 수준까지 NO 
생성을 억제시키는 것으로[43], 본 연구와 비슷한 
연구 결과가 보고되고 있으며, 염증 반응시 NO 
생성에 큰 역할을 하는 iNOS 와 COX-2 단백
질 발현도 감소시킨다고 보고되고 있다. 이와 같
은 연구 결과를 통하여 구아바 잎 추출물이 염증 
반응을 억제하는데 효과가 있을 것으로 사료되어 
진다. 

Fig. 4. Inhibition of nitric oxide production in 
RAW 264.7 cell treated with Psidium 
guajava leaf extract. The results are 
presented as the mean ± S.D. of three 
independent experiments (*p<.05, 
**p<.01). 

3.4. 1차 첩포 테스트 시험 결과

  구아바 잎 추출물을 함유한 크림의 피부 안전
성을 평가하고자 1차 첩포 실험한 결과를 Table 
3에 나타내었다. 본 실험 결과 A. 정제수, B. 글
리세린 C. 구아바 잎 추출물을 함유하지 않은 크
림 D. 구아바 잎 추출물을 함유한 크림에 대하여 
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24 h 동안 측정한 결과 1차 첩포 테스트에서 모
두 홍반 반응이 나타나지 않는 것을 확인하였고, 
이후 첩포를 제거한 24 h 후에서도 모든 항목에
서 홍반 반응이 나타나지 않는 것을 확인하였다. 
이와 같은 결과는 1차 첩포 테스트를 통해 구아
바 잎 추출물이 피부에서 비자극성으로 판단되었
으며, 피부에 대한 안전성을 확인할 수 있었다. 

4. 결 론

  본 연구에서는 구아바 잎 추출물을 70% 에탄
올로 추출하여 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 
함량을 확인하고, 대식 세포인 RAW 264.7 세포
에서의 세포 독성과 NO 생성 억제 효과를 확인
하였다. 또한 구아바 잎 추출물이 함유된 크림을 
제조하여 피부에 대한 안전성을 평가하여, 구아바 
잎 추출물이 화장품 소재로서의 활용 가능성을 
평가하고자 하였다. 본 실험 결과, 구아바 잎 추
출물은 10 mg/mL 농도에서 총 폴리페놀 함량 
126.4 mg/g과 총 플라보노이드 함량 223.17 
mg/g의 높은 페놀성 화합물들이 다량 함유되어 
있는 것을 확인하였다. 대식세포인 RAW 264.7 
세포에서의 세포 생존율을 통한 세포 독성을 확
인한 결과, 추출물의 농도가 증가할수록 세포 증
식의 효과가 확인되었으며, 세포 독성이 나타나지 
않아, 추후 실험에서는 최고 농도 100 μg/mL로 
희석하여 실험을 진행하였다. 염증성 질환을 나타
내는 NO 생성 억제 활성을 측정한 결과 농도 
의존적인 NO 생성 억제 효과를 나타내었으며, 
특히 100 μg/mL에서 50.4%의 유의한 NO 생
성 억제 효과를 확인하였다. 구아바 잎 추출물이 
화장품 소재로서의 안전성을 평가하고자 구아바 
잎 추출물이 함유된 크림을 제조하여 1차 첩포 
테스트를 실시하였다. 실험 결과, 피부에 첩포한 
24 h과 첩포를 제거하여 24 h 동안 방치한 후에
도 모든 항목에서 홍반 반응은 확인되지 않음으
로서 피부에 비자극성으로 판단되었으며, 피부에 
대한 안전성을 확인할 수 있었다. 이와 같은 결
과를 종합해 볼 때 구아바 잎 추출물에 항산화 
활성에 지표가 되는 폴리페놀과 플라보노이드의 
함량이 높고, NO 생성 억제 효과로 인한 항염증 
효과와 피부에 대한 비자극성으로 확인됨에 따라 
천연소재로서 독성이나 부작용이 없고, 항산화 및 
항염증 소재로서의 활용 가능성을 확인하였다. 
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