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서   론

 예로부터 사면이 바다로 둘러싸인 제주도에서는 쉽게 해조류
를 접할 수 있어 해조류는 도민들의 식탁에 자주 오르는 식재료 
중 하나이다. 여러 해조류들 중 톳(Hizikia Fusiformis)은 다년
생 해조류이며 갈조식물인 모자반과의 해조류로 제주도 연안 
및 남해 등지에서 자생하고 있는 해조류 중 생산량이 가장 높고 
우뭇가사리와 함께 제주도 어촌계의 소득원으로 주종을 이루
고 있다(Lee and Kim, 2017). 톳은 제주도 어촌계의 주 생산품
이기 때문에 제주도민들은 톳의 섭취가 손쉽게 이루어지고 있
다. 그 중에 손질된 톳을 밥에 넣어 함께 먹는 톳밥은 제주도민

들의 특별한 음식문화로, 제주도민들의 밥상문화인 ‘톳밥’을 여
러 TV 프로그램에서도 소개한 바 있다. 톳은 우리나라만이 아
닌 중국 그리고 일본의 해안가에서도 관찰되는 대표적인 갈조
류이다. 그렇기 때문에 톳은 지역적, 계절적 영향 없이 안정적
인 공급과 표준화된 생산기술을 통해 연간 2만-4만 톤 정도 생
산되며 식품, 건강식품, 의약품 및 화장품 등 분야에서 많은 연
구가 되고 있는 유망한 해조류이다(Park and Jung, 2016). 독특
한 맛과 함께 칼슘, 비타민 A 및 식이섬유소 함량이 풍부하여 당
뇨병, 고혈압 예방, 대장암 및 변비 등에 효과가 좋으며 요오드
의 함량이 많아 갑상선 암 및 각기병 예방에 효과가 있다고 알려
져 있다(Park et al., 2005).
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실제로 톳의 이전 연구에서 밝혀진 생리활성 연구 보고들로
는 조골세포 증식효과(Jeon and Kim, 2011), 항산화효과(Park 
et al., 2005), 항염증효과(Song et al., 2011), 간 보호효과(Jung 
et al., 2001), 항고지혈증(Shan et al., 1999), 항콜레스테롤(Ab-
dussalam, 1990)과 같은 여러 가지 연구가 밝혀졌지만 이미 더 
많은 연구가 이루어진 미역, 다시마, 감태 등에 비해 연구가 미
비한 실정이고, 활성물질 탐색이나 화장품 소재로서의 활용 연
구는 다소 미비한 실정이다. 특히 최근 화장품 연구에서 가장 중
요한 기능성분 중의 하나인 항주름 효과의 연구는 전무한 상황
이기 때문에 활성물질 탐색과 항주름 효과의 연구가 필요하다.

 따라서 본 연구에서는 우리 실생활에 많은 비중을 차지하는 
톳의 항산화 활성물질을 이용한 피부세포의 보호 활성을 검토
하였으며, 이를 위하여 톳의 70% 에탄올 추출물과 이로부터 여
러가지 용매 분획물을 제조하여 on-line HPLC를 통해 항산화 
활성물질 확인과 활성물질을 포함하는 분획물의 피부세포 보호
효과를 평가하였다.

재료 및 방법

실험시약 및 재료

본 실험에서 사용한 톳은 2015년 3월에 제주도 해안에서 채
취한 톳(H. fusiformis)을 수세하고 동결 건조를 한 후에 톳을 
분쇄하여 분말형태로 만들어 사용하였다. 추출 및 HPLC (high 
performance liquid chromatography) 분석을 위해 ethanol, 
acetonitrile (ACN), methanol, hexane, chloroform 및 ethyl 
acetate를 구입하여 사용하였고, 항산화 활성을 확인하기 위
하여 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), α-(4-pyridyl-1-
oxide)-N-tert-butylnitrone (4-POBN), 2,2-azobis-(2-amid-
inopropane) dihydrochloride (AAPH), 3-(4,5-dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), dimethyl 
sulfoxide (DMSO), 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzonthiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)에서 구입하여 사용하였다. Dulbecco’s modified eagle 
medium (DMEM), Ham’s nutrient mixtures medium (F-12), 
penicillin/streptomycin 및 fetal bovine serum (FBS)는 Gibco 
BRL (Life Technologies, Burlington, ON, Canada)에서 구입
하여 사용하였다. 그 외 기타 시약은 분석용 특급 시약을 구입
하여 사용하였다. 

추출 및 분획분리

톳 분말 300 g을 취하여 삼각 플라스크에 70% 에탄올 6 L를 
함께 첨가하였고, 24 h 동안 상온에서 교반기를 이용하여 총 3
회 반복 추출하고 이후 필터 후 농축 과정을 거쳐 에탄올 추출물
을 얻었다. 이 때 에탄올을 농축시킨 후 남은 추출물을 이용하여 
수율을 측정하였고 극성도에 따라 헥산(n-hexane), 클로로포름
(CHCl3), 에틸아세테이트(etyle acetate) 순으로 분획하였다. 수

율을 측정하기 위해 추출물 1 mL을 건조된 수율 측정용 펜에 담
아 건조 오븐에 24 h동안 보관하여 전, 후 무게의 차이를 이용하
여 측정하였다. 유기용매의 극성 별로 분리된 분획물들의 농축 
후 무게는 헥산층은 1.38 g, 클로로포름층은 0.87 g, 에틸아세
테이트층은 1.41 g을 획득하였고, 분획 후 남은 물층의 무게는 
20.18 g을 획득하였다(Fig. 1). 

DPPH, alkyl radical 소거능 측정

DPPH, alkyl radical 소거능을 측정하기 위하여 Heo et al. 
(2005)의 방법을 따라 전자스핀공명(Electron spin resonance, 
ESR)을 이용하였다. DPPH radical 소거능은 60 µM DPPH 
60 µL와 시료를 농도별로 60 µL 씩 혼합하여 2분간 반응 후 
capillary tube에 옮겨 측정하였고, alkyl radical 소거능을 측정
하기 위해 20 µL 증류수, 20 µL 시료, 20 µL AAPH (40mM), 
20 µL POBN (40 mM)을 혼합하여 37℃ water bath에서 30분
간 반응 후 capillary tube에 옮겨 측정하였다. 

HPLC 분석

톳의 활성물질을 탐색하기 위해 515 HPLC pump, in-line 
degasser AF, autosampler, photodiode array detector 및 pump 
control module II를 장착한 Waters사 HPLC를 이용하였다. 
Column은 sunfire C18 5 µm 4.6×250 mm을 사용하여 각 활
성성분을 확인하였다(Fig 2). 분석 조건으로는 기울기 용리 방
법(gradient elution mde)로 하여 초기용매 ACN 5%에서 70분 
동안 100%로 상승시켰으며 분리 조건 확립을 위해 모든 시료
를 동일한 방법으로 분석하였다.
활성 피크 탐색을 위해 ABTS assay로 확인하였다. ABTS 

Fig. 1. Procedure of the 70% ethanol extract and its fractions of 
Hizikia fusiformis.
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assay를 사용한 활성 물질의 탐색은 분리, 분석을 하는 동시에 
효율적으로 유용성분 확인이 가능하다. 사용된 시약은 ABTS
와 potassium persulfate를 사용하여 각각 완전히 녹인 후, 
ABTS 시약과 충분히 교반 시켜 차광시켰다. 제조된 용액은 1 L 
갈색병에 안정성을 위하여 12-14 h 동안 보관한 뒤 사용하였다.

세포 배양

HDF 세포는 ATCC (American Type Culture Collection, 
Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하였다. HDF 세포를 
배양하기 위한 배지는 DMEM과 F-12를 3:1 비율로 혼합한 후 
penicillin/streptomycin 100 µg/mL과 10%의 FBS를 첨가하
였다. 세포 배양 주기는 5일 간격으로 진행하였으며 37℃, 5% 
CO2 incubator (SANYO MCO-18AIC CO2 Incubator, Mori-
guchi, Japan)에서 배양하였다.

HDF 세포에서 AAPH에 의한 산화적 손상에 대한 보호
효과 측정

각 시료에 대한 세포 독성을 평가하기 위해 MTT assay 방법
을 이용하여 세포 수 각 well 당 5×104으로 24 well plate에 진
행하였다. 37℃ 인큐베이터에서 24 h 배양하였으며 시료를 농
도 별로 처리하였다. 이 후 37℃ 인큐베이터에서 1 h 배양하였
으며 10 mM AAPH 10 µL를 처리하였다. 그 다음 37℃ 인큐베
이터에서 24 h 배양하였으며 2 mg/mL 농도의 MTT를 50 µL 
처리하였다. 이후 37℃ 인큐베이터에서 3 h 반응시키고, 37℃
에서 3 h 배양한 후 형성된 불용성 결정을 DMSO로 완전히 녹
여 빛을 차단시키고 12 h 보관 후에 ELISA reader를 사용하여 
540 nm 흡광도에서 측정한 뒤 값을 구하였다. 대조구는 시료처
리 없이 산화적 스트레스만 유도시킨 실험군과 산화적 스트레

Fig. 2. HPLC chromatograms of the solvent fractions from 70% ethanol extract of Hizikia fusiformis.  HFH, hexane fraction of H. fusifor-
mis; HFC, chloroform fraction of H. fusiformis; HFEA, ethyl acetate fraction of H. fusiformis.
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스를 유도시키지 않은 실험군으로 구분하였다.

HDF 세포에서 세포증식 효과 측정

각 시료에 대한 세포증식 효과를 평가하기 위해 MTT assay 
방법을 이용하여 세포 수 각 well 당 5×104으로 24 well plate
에 진행하였다. 세포 독성이 없었던 50, 100, 200 µg/mL의 농
도를 이용하여 세포에 처리하였으며, 세포 독성평가 과는 달리 
48 h 샘플을 세포에 처리하여 각 샘플들의 세포 증식 정도를 측
정하였다.

콜라겐 생성율 측정

콜라겐 생성율을 보기 위해 Wang et al. (2018)의 방법으로 
HDF 세포를 배양시켜 시료 처리하여 48 h 이후에 각 well의 배
지를 모아서 콜라겐의 반사되는 양을 확인하여 콜라겐 생성율
을 측정하였다.

통계분석

실험결과의 통계처리는 시료에 대한 평균±표준편차로 나타
내었다. SPSS 프로그램(SPSS Inc. Ver. 12.0)을 사용하여 One-
way ANOVA-test를 실시하여 조사 항목들 간의 유의성 검증은 
Turkey’s multiple range test로 *P<0.05, **P<0.01 수준에서 
실시하여 표시하였다.

결과 및 고찰

톳 추출물과 추출물 유래 용매 별 분획물들의 추출 수
율 및 라디칼 소거 활성

톳 추출물과 추출물 유래 용매 별 분획물들의 수율은 Table. 
1에 나타내었다. 수율은 추출에 사용한 건조 톳 파우더(300 g)
을 기준으로 계산하였으며, 톳의 70% 에탄올 추출물의 수율은 
8.83%로 확인되었고, 추출물 유래 분획물들의 경우 hexane 분
획물(HFH) 0.46%, chloroform 분획물(HFC) 0.29%와 EtOAc 
분획물(HFEA) 0.47%로 확인되었다(Table. 1). 갈조류들 중에 
우수한 생리활성과 다양한 플로로탄닌을 포함하는 감태의 경

우 70% EtOH 추출물의 수율은 20% 정도로 확인되어 우리의 
톳 추출물보다 높은 수율을 나타냈다(Lee et al., 2014). 하지만 
우리의 갈조류 톳 추출물의 수율은 이전에 Cho et al. (2010)
이 보고한 4종의 녹조류 에탄올 추출물 3.5-14.8% 보다 높거
나 유사한 수율을 나타냈고, Cho et al. (2012)이 보고한 3종
의 홍조류 에탄올 추출물 1.4-1.8% 보다 월등히 높은 수율을 
확인하였다. 톳의 분획물들 중에서는 HFEA가 가장 높은 수율
이 확인되었다. 여러 갈조류의 EtOAc 분획물로부터 여러 종류
의 phlorotannin들이 보고 되어왔으며, 우수한 생리활성들이 확
인되었다(Choi et al., 2007, Zou et al., 2008, Kim et al., 2011, 
Lee et al., 2014). 
톳 추출물과 분획물들의 DPPH와 alkyl 라디칼 소거활성을 
확인하였다(Table 1). DPPH 라디칼 소거 활성법은 화학적으
로 유도되는 비교적 안정한 radical로서 시료의 free radical 소
거 능력이나 수소 공여능력을 평가하는 방법으로, 항산화 물질
들에 의해 환원되어 탈색되므로 다양한 천연소재로부터 항산
화 능력을 쉽게 알아보기 위한 방법으로 알려졌다(Kim et al., 
2018). 톳 추출물과 HFEA의 DPPH 라디칼 소거활성 IC50 값
은 각각 3.07±0.01, 0.66±0.06 mg/mL으로 HFEA가 추출물
과 다른 분획물들에 비해 월등히 우수한 DPPH 라디칼 소거활
성이 확인되었다(Table 1). 활성산소 중에서 alkyl 라디칼은 수
소탈취에 의해 생기며, 분자재구성을 통해 diene 형태로 바뀌
고 이것이 다시 산소와 결합하여 peroxyl radical이 형성되어 
산화를 일으킨다. 톳 추출물과 HFEA의 alkyl 라디칼 소거활
성 IC50 값은 각각 0.12±0.01, 0.24±0.02 mg/mL로 추출물
과 HFEA의 유사한 alkyl 라디칼 소거활성이 확인되어 추출물
과 HFEA 모두 우수한 alkyl 라디칼 소거활성이 확인되었지만, 
HFH와 HFC는 DPPH 라디칼과 마찬가지로 alkyl 라디칼 소거
활성 또한 좋지 않은 결과를 얻었다(Table 1). 따라서, HFEA
의 우수한 항산화 활성을 확인하였고, 이전 연구들에서 HFH
와 HFC 내 fucosterol (Hwang E et al., 2014)이나 fucoxanthin 
(Yan X et al., 1999)과 같은 천연 화합물의 연구 보고는 있었지
만, HFEA의 경우 관련된 연구논문이 전무한 상황이기 때문에 
가장 우수한 항산화 활성을 보였던 HFEA를 이용해 다음 실험
에 임하였다.

톳 추출물 유래 용매 별 분획물들의 HPLC 크로마토
그램 분석

Fig. 1에 나타낸 것과 마찬가지로 추출물의 용매 별 분획을 통
해 HFH, HFC와 HFEA의 총 3개의 분획물을 얻었고, HPLC를 
통해 각 분획물들의 크로마토그램 패턴을 분석하였다 (Fig. 2). 
분석한 결과, HFH는 다른 분획물들에 비해 비극성 화합물을 다
수 포함하는 것을 확인할 수 있었으며, HFC는 각 피크들의 AU 
값으로 보아 전체적으로 함유하는 화합물들의 각 함량들이 적
은 것을 확인할 수 있었다. 그에 반해 HFEA에 경우 retention 
time 10 min 내외의 비교적 짧은 시간대에 피크들이 검출되어 

Table 1. Yields and antioxidant properties of extract and solvent 
fractions from Hizikia fusiformis. 

Yeild 
(dry weight, %)

DPPH 
(IC50, mg/mL)

Alkyl 
(IC50, mg/mL)

Extract 8.83 3.07±0.01 0.66±0.06
HFH 0.46 1> 1>
HFC 0.29 1> 1>
HFEA 0.47 0.12±0.01 0.24±0.02
HFH, hexane fraction of H. fusiformis; HFC, chloroform fraction 
of H. fusiformis; HFEA, ethyl acetate fraction of H. fusiformis; 
DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.
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극성 화합물들을 포함하며, 각 피크들의 AU 값을 통해 각 피크
들의 함량이 높은 주피크 4가지를 확인할 수 있었다(Fig. 2). 이
러한 결과를 통해 우리의 분획물들이 용매 극성 별로 적절하게 
분획이 된 것을 확인할 수 있었고, HFEA 내에서 확인된 4가지
의 피크들에 대해서 추가 분석을 통한 항산화 활성 물질 분석이 
가능할 것이다.

 톳 추출물 내 항산화 활성 분획물을 분석하기 위해 HFEA의 
4가지 주피크들을 on-line HPLC를 통하여 ABTS 라디칼 소거
활성을 분석하였다. On-line HPLC는 crude한 샘플에서 활성피
크를 탐색하는데 아주 효과적인 방법으로 이전의 여러 논문에
서 사용되었고, on-line HPLC를 이용한 ABTS 라디칼 소거활
성 측정은 HPLC의 postcolumn에 의해 분리된 후 680-730 nm
에서 흡광도의 감소에 기초하여 ABTS 활성 정도를 측정한다
(Lee et al., 2013, Kim et al., 2014, Kim et al., 2016). On-line 
HPLC를 통해 HFEA 내 피크들의 ABTS 라디칼 소거활성을 
측정한 결과 retention time 16.5 min에 검출되는 피크가 아주 
강력한 ABTS 라디칼 소거활성이 있음을 확인하였다(Fig. 3). 
이러한 결과는 HFEA 내 주피크였던 4개의 피크들 중 retention 
time 16.5 min의 피크가 아주 우수한 ABTS 라디칼 활성이 확
인되어 톳에 항산화 활성 분획물에서 항산화 활성을 갖는 주피
크의 분석이 가능하였고, 앞에 DPPH, alkyl 라디칼 소거활성 

평가 결과에서 확인된 HFEA의 우수한 항산화 활성에 대한 검
증이 가능하였다.

HFEA의 섬유아세포 (HDF)를 이용한 항주름 활성

 진피층의 섬유아세포는 진피층의 섬유상 단백질인 collagen
과 elastin의 발현을 담당하고 있는데, 나이가 증가함에 따라 진
피층에 존재하는 섬유아세포의 작용과 그 수가 감소하여 col-
lagen과 elastin 등의 구조 단백질의 합성이 감소되고, 피부 세
포 내 수분이 손실되면 각질층의 구조가 변화된다(Jeon and Yi, 
2014). 따라서, 우리는 항산화 활성이 우수하였던 HFEA가 피
부 관련세포, 주름과 연관된 HDF세포에 어떠한 영향을 미치
는지 알아보기 위해 농도에 따른 생존률, AAPH 산화 보호효
과, 세포증식률을 확인하였다. 이를 위하여 샘플들의 농도는 50 
μg/mL, 100 μg/mL과 200 μg/mL의 농도로 처리하였다. 각 농
도의 불획물들을 처리하여 세포 독성을 확인한 결과, 모든 분획
물들의 각 농도에서 90% 이상의 세포 생존률을 확인하여 독성
이 거의 나타나지 않음을 확인할 수 있었다(Fig. 4A). 
활성산소가 체내에 들어가면 조직의 세포막을 비롯한 지질 성
분을 공격함으로써 강력한 세포독성으로 작용하는 과산화 지질
을 생성하여 조직 및 세포막을 파괴한다. 그렇기 때문에 최근 산
화유도 물질을 이용해 유도된 세포노화에 대한 조절 작용을 보

Fig. 3. ABTS on-line HPLC chromatogram of the ethyl acetate fraction from the ethanol extract of Hizikia fusiformis. ABTS, 2,2’-azino-
bis(3-ethylbenzonthiazoline-6-sulfonic acid).
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고하는 많은 연구가 보고되었다(Jeon and Yi, 2014). 본 연구에
서는 산화 유도물질인 AAPH를 처리하여 MTT assay를 통해 
AAPH에 의한 산화 세포 독성을 확인하였다. 결과, HFEA를 
제외한 분획물에서는 활성이 미비 하였지만, HFEA는 모든 농
도에서 유의적으로 AAPH에 대한 산화 보호효과가 확인되었다
(Fig. 4B). HFEA가 HDF 세포에서 무독하고, 산화작용에 대한 
보호효과 결과를 바탕으로 HDF 세포의 증식활성을 측정하였
다. 모든 분획물들을 농도 별로 2일 동안 HDF 세포에 처리하여 
MTT assay를 통해 세포 증식률을 확인한 결과, 산화 보호효과
와 비슷하게 HFEA를 제외한 분획물들에서는 활성이 미비하였

지만, HFEA는 모든 농도에서 유의적으로 세포증식이 일어났
음을 확인할 수 있었고, 특히 200 μg/mL의 농도에서는 세포가 
컨트롤 그룹에 비해 50% 정도 더 증식한 것을 확인할 수 있었다
(Fig. 5A). 이러한 결과들은 HFEA가 collagen과 elastin의 발현
을 담당하고 있는 섬유아세포에서 산화물질에 대한 산화 보호
효과를 확인하였고, 노화에 의해 줄어들 수 있는 섬유아세포의 
증식에 도움을 줌으로써 산화 보호효과와 더불어 우수한 세포
증식효과로 우리의 항산화 활성 프랙션인 HFEA가 뛰어난 섬
유아세포 보호효과가 있음을 확인할 수 있었다.

Collagen은 신체 곳곳에 존재하는 대표적인 섬유상 단백질로
서 14개의 type이 존재하며 이 중 피부에는 type I collagen이 주
로 존재한다. 섬유아세포의 기능 이상은 collagen의 생성 저해

Fig. 4. Protective effects of the different solvent fractions against 
AAPH-induced HDF cell damage: (A) The cytotoxicity of the 
solvent fractions on HDF cell; and (B) protective effects of the 
solvent fractions against AAPH-induced HDF cell damage. Cell 
viability was measured by MTT assay. The data are expressed 
as the means±SE (n = 3). *P<0.05, **P<0.01 as compared to 
AAPH-exposed group and ##P<0.01 as compare to control group.  
AAPH, 2,2-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride; HDF, hu-
man dermanal fibroblast; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; HFH, hexane fraction of H. fusi-
formis; HFC, chloroform fraction of H. fusiformis; HFEA, ethyl 
acetate fraction of H. fusiformis.
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Fig. 5. (A) Proliferation effect of the solvent fractions on HDF 
cells. Cell viability was measured by MTT assay. (B) Effects of 
HFEA on collagen synthesis in HDF cells. Medium of the cell were 
collected and analyzed for collagen ELISA. The data are expressed 
as the means means±SE (n=3). *P<0.05, **P<0.01 as compared to 
control group. HDF, human dermanal fibroblast; MTT, 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; HFH, hex-
ane fraction of H. fusiformis; HFC, chloroform fraction of H. fusi-
formis; HFEA, ethyl acetate fraction of H. fusiformis.
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와 collagen 분해 효소인 MMP의 활성 증가로 이어지게 된다. 
따라서 HFEA에 의한 procollagen type I의 생성 촉진을 알아보
기 위하여 ELISA assay를 수행하였다 (Fig. 6). 결과, HFEA를 
50 μg/mL, 100 μg/mL과 200 μg/mL의 농도로 처리하였을 때 
농도의존적으로 procollagen type I의 양이 늘어남을 확인할 수 
있었다. 이러한 결과는 HFEA의 이전 결과들과 함께 고려하여 
톳의 항산화 분획물인 HFEA가 자연노화 또는 광노화 피부의 
노화를 보호하며, 이로 인해 감소할 수 있는 procollagen type I 
단백질의 양을 증가시킴으로 항산화 작용으로 인한 노화피부에 
효과적임을 확인할 수 있었다.
본 연구에서는 톳에서부터 분리한 활성 분획물이 섬유아세포
주 실험모델을 활용한 세포효능 실험을 통해 피부의 노화 개선
에 효능이 있음을 in vitro에서 확인하였고, HPLC를 통해 항산
화 활성 분획물의 항산화 활성 주피크를 분석할 수 있었다. 이
러한 결과는 우리가 일상 생활에 많이 접하는 톳이 피부 개선 더 
나아가 피부 노화억제에 아주 효과적일 것으로 판단되며, 음식
으로만이 아닌 기능성 화장품 시장에서 활용가치가 높다고 사
료된다.
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