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요 약: 본 연구에서는 아토카푸스 니티두스의 용매추출물 및 실리카 컬럼 분획물의 항산화 활성, 콜라제나제 

저해활성 및 미백활성을 평가하였다. In vitro 실험의 활성 분석은 sigmoid 곡선형 반응에 적합한 4 매개변수 

회귀곡선 분석(4 parameter logistic, 4PL)을 활용하여 정량화 하였다. HPLC와 LC/MS 분석에 따르면 아토카푸

스 분획물은 폴리페놀류가 주성분이었으며, 추출물의 총 폴리페놀의 함량은 갈릭산 기준 48.1 ± 2.6 mg GAE/g 

이었다. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거활성을 평가한 결과, 용매추출물, 분획물-1과 

분획물-2는 각각 16.7, 42.0 및 10.1 μg/mL의 농도에서 50%의 라디칼 소거활성(SC50)을 보였고, 분획물-2는 

양성 조구 ascorbic acid (1.5 μg/mL)에 가장 근접한 활성을 보였다. Tyrosinase 저해활성은 추출물과 분획물 

2종이 각각 64.9, 0.9 및 1.2 μg/mL의 IC50를 보여 조구인 코직산(7.4 μg/mL) 및 알부틴(119.0 μg/mL) 비 

전반적으로 높은 활성을 보였다. 제브라피쉬 배아를 이용한 색소침착도 억제활성에서는 분획물-2(27.5%)가 

조구인 코직산(18.6%) 비 유의하게 미백활성 결과를 보였으며 동시에 500 μg/mL까지 배아 생장에 영향이 

없음을 확인하였다. 아토카푸스 추출물과 분획물-1 및 분획물-2는 콜라제나제 저해활성에서 각각 139.8, 20.6, 

및 16.8 μg/mL의 IC50를 보여, 조구인 1, 10-Phenanthroline (55.4 μg/mL) 비 우수한 활성을 보였다. 

추출물과 분획물-2에 한 엘라스타제 저해활성은 각각 61.8과 67.1 μg/mL으로 암라 및 사포타 추출물과 

유사한 활성 범위를 보여주었다. 이상의 결과는 아토카푸스 추출물이 항산화, 미백 및 피부노화 방지에 유용한 

폴리페놀계 화장품소재로 활용이 가능하며, 추출물-2는 고농도에서도 안전함을 시사한다.
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1. 서  론

천연물은 역사적으로 각종 질병의 치료제로 사용되어 

그 생물학적 활성의 적용성이 입증된 자원일 뿐 아니라 화

학적으로도 풍부한 구조 다양성을 제공하고 있다[1]. 이러

한 특성으로 인해 천연물은 신약, 식품 및 향장소재를 비

롯한 생리활성물질 개발의 중요한 자원으로서 선도적 구

조를 포함하는 소재 및 기능을 제공하고 있다[2,3]. 천연물

은 그 생합성 단계마다 생합성에 관여하는 효소들과의 결합 

및 반응의 상호작용을 거치는 과정을 겪으므로, 원천적으로 

단백질 부위와 결합할 수 있는 친화력 높은 구조적 특성 가

진다고 해석되며, 이는 물질과 효소의 결합을 바탕으로 하

는 효소저해제 개발에 좋은 특성을 갖는 것으로 알려져 있

고[4], 생리활성 표적에 결합하는 리간드로서 저분자 활성물

질 및 신약 라이브러리의 우수한 후보군이 된다[5]. 

특히 식물 천연물은 안전한 그래스(GRAS; generally 

recognized as safe) 수준의 성분을 기 할 수 있고, 복합성

분(MCBTs; multicomponent botanical therapeutics)에 의한 효

능의 시너지를 기 할 수 있는 장점이 있다[6]. 또한 다양

한 구조 정보를 바탕으로 터핀(terpene)과 같은 선도물질 

형태의 표적 모핵 구조를 제공하며[7], 이를 바탕으로 관

련 유도체의 합성에 방향성을 제공하기도 한다[8]. 이러한 

특성적 장점으로 인해, 식물 천연자원은 전통 지식적 용도

와 아울러 기작 중심의 코스메슈티컬(cosmeceuticals) 개념

의 실현을 가능하게 하였을 뿐 아니라, 상당수의 자원이 

이미 기업 수준의 활용성 및 공정 적용성을 갖춘 혁신적 

향장소재로 평가되고 있다[9,10]. 

피부 개선에 효과적인 천연물의 활성 분석은 개 일정

한 농도(dose)에서 발휘되는 활성(response)의 크기를 평균

값, 편차 및 t-test에 의한 유의성 분석으로 표현한다. 또한 

기존 소재 혹은 활성 수치와의 정량화된 객관적 비교를 위

해서는 최  활성의 중간 값에 해당하는 유효농도(EC50), 

저해농도(IC50), 혹은 소거농도(SC50) 등으로 활성의 크기를 

표시한다. 그러나 효소 저해와 같은 효소-기질-저해제가 

개입하는 복잡한 kinetic 반응에 한 신뢰성 높은 수치 분

석은, 단순한 평균값과 유의성 분석 이상의 수치처리를 필

요로 하며 이에 한 다양한 해결책이 제시되고 있다

[11-13]. 이 논문에서는 최 값과 최소값을 갖는 효소 반응 

및 저해 작용의 sigmoid 형태 분석에 적합한 4 매개변수 

회귀식 (4PL, 4 parameter logistic regression)을 활용하여 

IC50 및 SC50의 수치를 도출하였다. 

피부는 각종 내부적 혹은 외부적 스트레스로 인해 야기

되는 과산화물로 스트레스를 겪게 되는데[14-16], 식물 천

연물은 이에 한 노화 방지의 중요한 항산화 활성을 보여

주는 자원이다[17,18]. 향장소재로서 식물천연물이 가지는 

또 하나의 중요한 활성이 멜라닌 합성의 저해이다. 자외선 

등에 의해 촉발되는 멜라닌 생합성은 자외선 차단이나 항

산화 활성물질에 의해 완화 시킬 수 있으며, 근본적으로는 

멜라닌 생합성의 속도결정단계인 tyrosinase를 억제하여 미

백 활성을 기 할 수 있다[19]. 멜라닌 합성은 신체의 정상

적 방어기작이지만, 원치 않는 색소의 침착은 밝고 투명한 

피부유지와 개선에 방해가 되므로 알부틴과 같은 

tyrosinase 저해제는 미백기능을 가지는 피부개선의 탁월하

Abstract: In this study, the antioxidative and inhibitory activity of tyrosinase and collagenase for the solvent extract 

and silica column fractions of Artocarpus nitidus were evaluated. The activities were quantified using the 4 parameter 

logistic. LC/MS analysis showed that the major component of the fractions was polyphenol and the total polyphenol 

content of the extract was 48.1 ± 2.6 mg GAE/g. The radical scavenging activities (SC50) for 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

of the extract, fraction-1 and fraction-2 were 16.7, 42.0 and 10.1 μg/mL, respectively. The value for fraction-2 was 

the closest to ascorbic acid (1.5 μg/mL). The tyrosinase inhibitory activity of the extracts and the fractions showed 

IC50 of 64.9, 0.9 and 1.2 μg/mL, respectively, and overall activity was higher than that of kojic acid (7.4 μg/mL) and 

arbutin (119.0 μg/mL). In the experiment by zebrafish embryo, the whitening activity of fraction-2 (27.5%) was higher 

than that of kojic acid (18.6%), and there was no adverse effect up to 500 μg/mL of fraction-2. For the collagenase 

inhibitory activity, the samples showed IC50 of 139.8, 20.6, and 16.8 μg/mL, respectively, which were competitive 

to 1, 10-Phenanthroline (55.4 μg/mL). The extract and fraction-2 showed IC50 of 61.8 and 67.1 μg/mL for elastase. 

These results suggest that A. nitidus extract can be used as a cosmetic material useful for antioxidant, whitening, and 

prevention of skin aging without adverse effects.

Keywords: antioxidant, polyphenol, collagenase inhibition, tyrosinase inhibition, Artocarpus nitidus
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고 안전한 소재로 제시되고 있다[20]. 이들 tyrosinase 저해

활성물질은 하이드로퀴논의 구조 유사체와 같은 페놀계 

화합물, 폴리페놀계 화합물 등 다양한 구조 및 폭 넓은 저

해활성도를 가지고 있으며, 그 식물자원도 다양하게 밝혀

져 있다[21]. 플라보노이드는 이러한 미백 활성의 주요자

원이며 그 저해 기작에 한 심도 있는 연구가 이어지고 

있다[22].

피부의 노화는 피부기저층의 결합조직 손상을 통해 주

름의 형태로 드러나기도 하는데, 이러한 경우 콜라젠을 공

급해주거나[23], 결합조직의 분해를 억제함으로써 주름방

지의 기능성을 나타낼 수 있다. 결합조직의 분해에 관여하

는 효소를 억제하는 활성물질은 피부의 주름 발생을 완화

하는 소재로 보고되고 있다[24]. 식물 천연물은 항산화 기

능성을 갖는 폴리페놀류 함량이 높을 뿐 아니라 주름생성

의 원인을 제공하는 분해효소인 collagenase 및 elastase 억

제 활성 등 복합 기능성을 보여주며[25], hyaluronidase 저

해 등 다양한 복합 화합물의 생리활성을 갖는다고 알려져 

있다[26].

아토카푸스(Artocarpus)는 빵나무 속의 열  식물자원으

로 브레드프루트(Breadfruit, Artocarpus altilis), 잭프루트

(Jackfruit, Artocarpus heterophyllus), 와일드잭(Artocarpus 

hirstus), 마랑(Terap, Artocarpus odoratissimus) 및 잭프루트

와 유사한 쳄페덱(Chempedak, Artocarpus integer)등의 식용

과실을 포함하는 유용 식물자원이다. 이러한 식용을 기원

으로 하는 식물자원은 전통적 지식, 독성 및 안전성에서 

탁월한 특성을 가지고 있어서, 코스메슈티컬의 안전한 기

능성 소재의 좋은 후보이다. 특히, 범람하는 기능성 원료

의 잠재적 부작용에 한 우려가 커지는 상황에서[27] 식

용 수준의 안전한 자원을 기반으로 하는 아토카푸스는 가

치 있는 소재 자원이다. 

아토카푸스 속의 식물자원은 식용 및 약용으로 연구가 

이루어져, 미국 국립보건원의 펍메드(Pubmed) 및 국내 특

허정보 키프리스(Kipris) 기준으로 2019년 4월 기준, 각각 

648개 및 1,044개의 다양한 연구결과가 보고되고 있다. 이

에 반해, 그 중의 한 종인 Artocarpus nitidus는 플라반 및 

스틸벤 계통의 물질과 지질분해효소 저해 활성 등 매우 제

한적인 연구보고가 있는 미답지 분야의 자원이다[28-30]. 

본 연구에서는 해외생물자원센터(www.ibmrc.re.kr)로부

터 분양받은 A. nitidus 줄기와 잎의 건조물을 기원으로 확

보한 용매 추출물 및 이의 분획물을 연구시료로 하여, 소

재의 주요 활성성분을 LC/MS 및 HPLC로 분석하였고, 폴

리페놀 함량 분석과 DPPH 라디칼 소거기능 분석을 통한 

항산화 효과를 확인하고 아울러, 이들 A. nitidus 시료의 in 

vitro tyrosinase 억제활성에 의한 미백 기능성을 확인하고

자 하였다. 또한, 피부 기저층 조직을 분해하여 피부노화 

및 주름 형성의 원인이 되는 효소인 collagenase와 elastase

의 in vitro 억제효과를 확인하여, 향후 피부 노화 및 미백 

등의 피부개선을 위한 소재로서의 활용성을 확인하고자 

하였다. 

2. 재료 및 실험

2.1. A. nitidus 추출 및 Silica 컬럼 분획

본 연구에 사용된 아토카푸스 니티두스(Artocarpus 

nitidus subsp. lingnaensis (Merr.) F.M. Jarrett)는 해외자원소

재센터(https://www.ibmrc.re.kr, Korea)에서 잎과 줄기를 포

함하는 중국원산의 건조시료를 분양 받아 사용하였다. 추

출 용매는 methanol (Sigma, USA)을 사용하였으며 분쇄된 

20 g의 A. nitidus 건조 식물체에 용매 500 mL를 넣고 삼각 

플라스크에 담아 40 ℃, 110 rpm의 shaker에서 20 h 동안 1

차 추출하였고, 동일 조건에서 5 h 동안 2차 추출하여 가

용성 부분을 회수 하였다. 추출물은 여과지(Whatman No. 

1, Merck, USA)를 통과 시킨 후, 감압 농축하여 분석 및 

후속 분리정제에 사용할 methanol 추출물을 확보하였다. 

Methanol 추출물의 추가 분리정제를 위해 ethyl acetate 

(Sigma, USA)와 3차 증류수를 1 : 1 비율로 담은 분액깔때

기에서 액체-액체 분배를 수행하여, 용매 층으로 이동한 

부분을 3 차에 걸쳐 회수하여 감압 농축하였고, 추출물 무

게의 4배에 해당하는 silica (Silica gel 60, 0.040 - 0.063 

mm, Merck, USA) 분말에 흡착시켜 dry packing을 위한 시

료를 제조하였다. 

이들 dry packing용 시료를 chloroform (Sigma, USA)을 

이동상으로 미리 충진 된 silica open column 상단에 얹고 

(6 g silica 당, 추출물 건조중량 160 mg의 비율로 loading), 

chloroform과 methanol 혼합 용매를 이용하여 (CHCl3 : 

CH3OH, 49 : 1 부터 4 : 1 까지 단계별 구배) 비극성 분획

부터 용출시키며 분취물을 받았다. 분취물은 TLC (silica 

plate, 전개용매 조성 = CHCl3 : CH3OH, 4 : 1, anisaldehyde 

염색) 및 in vitro tyrosinase 저해도를 기준으로 스크리닝하

여 활성이 확인되는 두 곳의 분취로부터 A. nitidus 분획물

-1 과 분획물-2를 확보하였다. 
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이들 분획은 HPLC (Agilent 100, Agilent, USA)를 이용하

여 순도 및 조성을 분석하였다. 분석용 컬럼은 YMC-Triart 

C18 column (150×4.6 mm, 5 μm, 12 nm, YMC, Japan)이었

으며, 이동상 용매는 acetonitrile 40%의 isocratic 조건이었

고, 유속 0.5 mL/min의 속도로 20 min까지 용출시켰다. 분

획물-1 및 분획물-2는 각각 tR (retention time) 4 - 14 min 및 

5 - 6 min 사이에 보이는 피크를 기준으로 판별하였다. 기

타 판매원이 표시되지 않은 시약 및 용매는 SigmaAldrich- 

Merk, USA로부터 구입하여 사용하였다.

2.2. A. nitidus 추출물의 성분 프로파일링을 위한 

LC/MS 분석

성분 분석 및 내부 기준물질 확보를 위한 분리정제는 

25 g의 고정상이 pre-pack 된 Silica-Biotage 컬럼(Biotage 

SNAP Ultra, Biotage, Sweden)을 사용하였다. 용매 조건은 

chloroform과 methanol의 99 : 1에서 0 : 100의 구배로 1 - 2 

mL/min의 속도로 용출시켜, 앞서 open column과 같은 두 개

의 분획물을 확보하였다. 건조된 두 개의 분획물을 25% 

methanol (CH3OH : H2O = 1 : 3, v/v)에 현탁하여 C18-Biotage 

(12 g, silica-C18) 컬럼에 로딩하였다. 이동상의 용매는 

CH3OH : H2O (v/v)를 1 : 3에서 100 : 0의 구배까지 0.5 - 

1.0 mL/min의 속도로 용출시켰다. 각 2 mL씩 분취한 분리

물의 유효성분 확인은 in vitro tyrosinase 저해활성을 기준

으로 진행하였다. 이 과정에서 확보된 분취물 7번과 12번

을 compound-1(C1)과 compound-2(C2)로 명명하고, LC/MS 

및 시료의 동등성 확인에 적용하였다. 

C1과 C2는 LC/MS를 이용하여 역상 컬럼에서의 물질군 

구성 프로파일을 분석하고, 분자량이 확인되는 피크에 

한 화학식 결정을 위해 ESI Full MS를 진행하였다. 사용한 

LC 장비는 Acquity UHPLC (Waters, USA)이었고, 질량분석

을 위한 장비는 Orbitrap Fusion Mass Spectrometer 

(ThermoFisher Scientific, USA)이었다. 분석에 적용한 컬럼

은 Acquity BEH C18 (1.7 μm, 2.1 mm × 150 mm, Waters, 

USA)이었고, 용매조건은 A (0.1% formic acid, H2O)와 B 

(0.1% formic acid, CH3CN), 검출은 PDA (200 nm - 500 nm)

와 MS (m/z; 150.0000 - 1,800.0000)이었다. 용매 펌프 속도

는 0.4 mL/min이었고, 농도 구배는 A에 한 B용액의 비

율로 5 B% (0 - 1 min), 5 - 70 B% (1 - 20 min), 70 - 100 

B% (20 - 24 min), 100 B% (24 - 27 min)의 구간으로 진행

하였다. 

2.3. A. nitidus 추출물의 총 폴리페놀 함유량 평가

추출물의 총 폴리페놀 함량은 Jeong 등[31]의 Folin- 

Ciocalteu (FC) 방법을 개량하여 사용하였다. 농도 1 mg/mL

인 시료 80 μL와 50% FC 시약(Sigma, USA) 20 μL을 혼

합하여 3 min 동안 반응한 후, 2% 탄산나트륨(Na2CO3, 

Sigma, USA) 100 μL와 혼합하여 microplate reader (Infinite 

M200-Pro, TECAN, Switzerland)로 700 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 총 페놀 함량은 3 반복 평균값 및 편차를 계산

하여, 건조 추출물 무게(g)에 한 갈릭산(gallic acid, 

Sigma, USA)의 당량 무게(mg GAE)로 표시하였다.

2.4. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소

거능 평가

추출물 및 분획물의 항산화 활성은 Ren등의 방법[32]을 

근간으로 개량하여 DPPH 라디칼 소거활성을 3반복 실험

을 통해 평가하였다. 메탄올로 농도별 희석된 시료 10 μL

과 190 μL의 0.1 mM DPPH 용액을 기준으로 microplate 

reader에서 반응 시간별로 517 nm 흡광도를 측정하였다. 

시료를 첨가하지 않은 음성 조구를 기준으로 라디칼 소

거 정도를 백분율로 나타내고, 양성 조구로 ascorbic acid 

(Sigma, USA)를 사용하여 소거 활성을 비교 분석하였다. 

DPPH 라디칼 소거활성 (%) = {(H0 – H)/H0} × 100

(H = 시료 및 양성 조구의 흡광도; 

H0 = Blank 실험구의 흡광도)

최  활성의 50% 라디칼 소거에 필요한 시료의 농도

(SC50) 계산은, 시료 농도와 3회 반복 소거 활성치를 두 축

으로 하는 회귀방정식을 통해 진행하였다.

2.5. In Vitro Tyrosinase 활성 저해능 평가

Mushroom tyrosinase (EC 1.14.18.1, Sigma, USA) 효소와 

기질인 L-tyrosine (Sigma, USA)을 사용하여 저해능을 평가

하였다. 저해활성을 결정하는 기본정량 조건은 Tyrosinase 

Inhibitor Screening Kit (Colorimetric) ab204715 (Abcam, 

England)의 방법을 개량하여 사용하였고, arbutin 및 kojic 

acid를 양성 조구로 하여 저해활성 평가에 적용하였다. 

순차별로 희석된 농도의 시료 3 μL를 0.1 M sodium 

phosphate buffer (pH 6.5) 27 μL에 섞어, 300 U/mL의 효소 

120 μL과 혼합하여 10 min 간 반응시키고, 1.5 mM 

L-tyrosine 50 μL을 넣어 25 ℃ 조건의 microplate reader에
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서 490 nm 흡광도를 10 min 동안 측정하였다. 용매, 완충

액 및 효소만 사용한 음성 조구과, 농도별 양성 조구

를 바탕으로, 3회 반복 시료의 평균치와 양성 조구의 저

해농도 (IC50)를 수치화 하여 저해활성을 평가하였으며, 회

귀 곡선 확보의 실험수치는 screening kit에 제시된 % 상  

활성 계산식 및 Jeong 등이 제시한[31] 아래의 공식에 의해 

계산하였다. 

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

A: 효소 처리, 저해시료 무처리군의 흡광도, 

B: 효소 무처리, 저해시료 무처리군의 흡광도

C: 효소 처리, 저해시료 처리군의 흡광도

D: 효소 무처리, 저해시료 처리군의 흡광도

2.6. In Vivo Zebrafish 배아 색소침착 억제능 평가

다양한 기능성 활성소재는 그 활성과 아울러 안전성이 

중요한 선발 요인이 된다[6]. 제브라피쉬 모델은 마우스 독

성실험이나 기니피그 피부반응 실험 등 소동물을 이용한 

동물실험의 부담을 경감시키는 동시에, 생물활성 및 안전

성을 확인할 수 있는 장점이 있다[33]. In vitro 활성이 확

인된 분획물에 한 미백기능을 in vivo 환경에서 확인하기 

위해, 유전적 변형이 없는 wild type 제브라피쉬 (Danio 

rerio)의 배아를 이용해서 색소 침착연구를 진행하였다. 전

반적인 과정은 MacRae의 문헌[33]과 콜드스프링하버(CSH, 

Cold Spring Harbor, USA) 프로토콜을 기초로 구성하였다. 

성체의 관리는 적정 생육 온도인 28 - 29 ℃ 항온 시설에

서 진행하였다. 먹이는 테트라민(Tetramin Brine Shrimp, 

Tetra, Germany)를 부화시켜 하루 2 번씩 급이 하였으며 낮

과 밤 14/6 h 주기로 빛을 조절하였다. 오후 5 h - 다음 날 

오전 10 h까지 제브라피쉬의 암수 두 쌍씩 전용 mating 

cage에 함께 넣어 지내게 하고, 빛을 주어 산란 유도하여 

배아를 확보하였다. 배아는 콜드스프링하버 E3 zebrafish 

embryo media (60X 농축액; NaCl 34.8 g, KCl 1.6 g, CaCl2⋅
2H2O 5.8 g, MgCl2⋅6H2O 9.78 g, 증류수 1 L)를 제조하고, 

이를 희석하여 배양액으로 사용하였고, 페트리디쉬와 28.

5℃ incubator (JeioTech, Korea) 및 항온실 환경에서 배양 및 

실험을 진행하였다. 수정 후, 7 h(hpf, hours post fertilization)

된 배아를 96-well microplate (Costar, Corning Inc., USA)의 

각 well당 2개씩 분주하였다. 용매 음성 조구 용매 DMSO 

(Sigma, USA), 일반 양성 조구 PTU (phenylthiourea, 

Sigma, USA), 미백 소재로서 양성 조구 arbutin과 kojic 

acid를 사용하였으며, 농도별 시료를 200 μL/well 처리하여 

16배수로 실험하였다.

배아 성장에 따른 색소의 발현은 Olympus SZ2-ILST 

(eXcope T1000 camera) Stereoscopic Microscope와 Optika 

XDS-2 (Optika 4083.13 HDMI Prof Camera) Inverted 

Microscope를 이용하여 24 - 54 hpf 동안 관찰하여 사진 이

미지를 확보하였고, 이를 NIH 제공의 Image J (https://imagej. 

nih.gov/ij/)를 활용하여, 전체 면적 비 멜라닌 색소부분을 

흑백 영상 전환 후 pixel 화소수 단위로 영상 분석하여, 색

소 침착 저해도를 계산하였다. 

2.7. In Vitro Collagenase와 Elastase 활성 저해능 평가

Collagenase에 한 저해활성의 측정은 Wittenauer[34] 및 

Thring[25]의 방법을 적용하여 실험 및 계산을 진행하였다. 

Clostridium histolyticum collagenase (EC 3.4.24.3, Sigma, USA) 

효소와 합성펩타이드 FALGPA (N-{3-[2-furyl]acryloyl}- 

Leu-Gly-Pro-Ala) 기질을 사용하였다. 완충용액 50 mM Tris 

buffer (pH 7.5, 10 mM CaCl2, 400 mM NaCl) 85 μL 와 시

료 40 μL, 0.3 mg/mL collagenase 20 μL를 혼합하여 10 

min간 반응시키고 0.2 mg/mL FALGPA를 55 μL 첨가하여 

microplate reader에서 340 nm 흡광도를 10 min 간 측정하

였다. 용매 음성 조구와 1, 10-Phenanthroline을 양성 조

구로 아래의 식과 같이 저해활성을 계산하였고, 처리 농도

별 저해율을 바탕으로 회귀식을 통해 수치 IC50을 도출하

였다. 

Collagenase 저해율 (%) = {1 – (저해제 처리군의 

흡광도)/(저해제 무처리군의 흡광도)} × 100

과산화물 등의 요인에 의한 피부 기저층에 영향을 주어 

주름발생을 촉발하는 elastase에 한 저해 활성은 Kim 등

[35]의 방법을 적용하여 진행하였다. 활성의 측정은 porcine 

pancreas elastase (EC 3.4.21.36, Sigma, USA) 효소와 

N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (Sigma, USA) 기질을 

사용하였다. 100 mM Tris buffer (pH 8) 125 μL에 저해활

성을 확인할 시료 10 μL와 효소 5 μL 를 첨가하여 10 

min간 저해 반응을 유도하고, 2 mg/mL의 기질 10 μL를 

혼합하여 활성 측정을 위해 microplate reader에서 410 nm 

흡광도를 15 min 간 측정하여, 저해율 도출은 collagenase와 

같은 방법으로 산출하였다.
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2.8. 효소 저해활성 (IC50) 계산 및 통계처리

활성도(response, %)와 처리 농도(dose, μg/mL) 간의 상

관 함수를 회귀식으로 도출하여 최고 활성의 50%에 해당

하는 처리농도(SC50, IC50)를 계산하였다. 효소 저해반응 

kinetics에 적용한 모델은 Sigmoidal-Hill-4PL (four parameter 

logistics)이었으며[11-13], half-max graphic tool의 curve 

calculator를 사용하였다(AAT BioquestⓇ, USA). 이는 엑셀 

및 효소저해 키네틱스를 활용한 회귀식에 비해, 복수 실험

에 한 편차를 하나의 회귀곡선 상에 표시하는 또 하나의 

간편한 방법을 제공하며, 4PL에 의거한 회귀식은 아래와 

같이 구성된다.

Y = (A – D)/[1.0 + (X/C)B] + D

(X=dose, Y=response; A=min. 값(blank), B=slope, 

C=inflection point, D=max. 값) 

유의성 확보를 위해 진행한 n 반복실험 수치를 [X, Y1, Y2, 

... Yn]의 형태로 입력하여 편차를 포함하는 회귀곡선과 

SC50 및 IC50를 구할 수 있었다. 

회귀곡선의 실험수치와의 부합성(fitness)은 Bioquest tool 및 

SigmaPlot12 (Systat Software, UK)을 활용하여, r (multiple 

correlation coefficient) 및 r2 (coefficient of determination)값으로 

분석하였으며, 회귀 모델은 앞서와 같이 Sigmoidal-Hill-4PL 

regression 조건으로 설정하였다. 시료 A. nitidus 추출물 및 분

획물의 농도별 tyrosinase 및 collagenase 저해 활성계에 한 

in vitro 저해실험의 r2값 분석은 Table 1과 같으며, 신뢰성이 

있음을 확인하였다.

Samples
r2 for the inhibition assay of

Tyrosinase Collagenase

A. nitidus methanol extract 0.9968 0.9879

A. nitidus fraction-1 0.9981 0.9976

A. nitidus fraction-2 0.9991 0.9713

Table 1. The Coefficient of Determination (r2) Values in the 

Regression Model for the Enzyme Inhibitory Assays of the A. 

nitidus Extract and Fractions 

3. 결과 및 고찰

3.1. A. nitidus 추출물의 분리정제 및 LC/MS 분석

A. nitidus 건조 식물체 20 g으로부터, 감압건조중량 기

준의 methanol 추출물 2.28 g을 회수하여 11.4%의 수율로 

건조추출물을 분리하였으며, ethyl acetate 분배 및 silica 컬

럼을 이용한 분획물-1(F1)과 분획물-2(F2)의 분리 수율은 

Figure 1과 같다. 확보된 추출물 F1과 F2는 각각 9.8 mg, 

21.6 mg이었다.

분리된 F1과 F2의 조성에 한 HPLC 분석 결과 Figure 

2과 같이 용출 시간별 각각 DAD (diode array detection) 

288 nm의 흡광도를 기준으로 피크를 분석할 수 있었다. 분

획물 F1의 경우 tR = 8.676에서의 면적기준 11.3% 함량에 

해당하는 주 피크를 비롯하여 6개 이상의 피크 군으로 구

성된 혼합물이었고, 분획물 F2의 경우 F1의 주 피크보다 

극성이 높은 tR = 5.697 부분에서 면적기준 65.3% 함량의 

비교적 순도가 높은 주 피크를 보였다. 

실리카 분획물 F1과 F2를 Biotage C18 컬럼을 통해 2차 

정제한 compound-1 (C1)과 compound-2 (C2)를 상으로, 

화합물 수준의 성분 분석을 위해 LC/MS를 수행하였다. 검

출 기준으로 흡광도에 의한 PDA 분석과 달리, 질량에 의

한 분획물 유래 분리물질군의 분석은 훨씬 다양한 분자량

(m/z) 분포를 보여주고 있었으며(Figure 3A.) 이는 발색단이 

없거나 약한 물질을 다량 포함함을 알 수 있었다. 상 적 

함량과 검출량이 높은 주 피크에 한 FTMS 및 ESI Full 

MS를 진행한 결과 C2로부터 분자량 244.0810을 갖는 

Figure 1. Preparation of the methanol extract and fraction-1 and

fraction-2 from A. nitidus. The plant picture was taken from the

International Biological Material Research Center(ibmrc.re.kr).
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Figure 2. Analytical HPLC chromatogram of the A. nitidus fractions. (A) The fraction-1 showed over 7 peaks with a main 

peak at tR = 8.676 min. (B) The fraction-2 showed a main peak at tR = 5.697 min. with area percentage of 65.3%. (YMC 

Triart C18 column; 0.5 mL/min flow rate with isocratic acetonitrile 40% solution; DAD 288 nm; Injection volume 10 μL).

(B)

(A)

(A)

(B)

Figure 3. LC-MS profiles of the A. nitidus fractions. (A) The LC-MS profile of the compound-1 (C1) and compound-2 

(C2). The two parts shows slightly different LC-MS pattern. The x-axis represent the retention time of the LC, and the 

y-axis denote detection frequency of the materials between 150.0000 and 1,800.000 in molecular weight. The numbers 

over the peaks were retention times, respectively. (B) The main peak of LC-MS profile at the retention time 8.07 min of 

the F2 was captured and analyzed to estimate its chemical entity, and it turned out C14H12O4, a kind of stilbene having 

protonated molecular mass of 245.0810 (FTMS+p).
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stilbene 계열의 물질(C14H12O4)이 포함되어 있음을 확인할 

수 있었다(Figure 3B.). 이는 stilbene 계열의 화합물 

oxyresveratrol (Sigma, USA)과 F2를 각각 1 mg/mL로 만들

어 5 μL를 HPLC로 분석한 internal standard 비교에서 동일 

분석조건에서 tR 10.599와 10.576 min 동일 위치에서 피크

가 검출되었고, 두 시료를 50%씩 포함된 혼합물의 HPLC

에서 10.582 min에서 한 가지의 피크만 검출함으로써 추정

할 수 있었다.

3.2. A. nitidus 추출물의 총 폴리페놀 함량 분석

A. nitidus의 메탄올 추출물에 포함된 총 폴리페놀 함량

을 측정하였다. LC/MS 분석을 바탕으로 분획물 F2의 주성

분으로 밝혀진 stilbene 화합물 중 분자량이 일치하는 

oxyresveratrol (Sigma, USA)을 양성 조구로 함께 함량을 

측정하였다. FC 시약을 사용하여 분석한 추출물의 총 폴

리페놀 함량은 48.1 ± 2.6 mg GAE/g로 분석되었다. 이것은 

기존 천연추출물과 비교할 수 있는 수치로 Table 2에 함께 

표시한 레몬밤[31] 또는 갯버들[36]에 비해 낮으며, 양성 

조구 비 13.7%에 해당하는 함량을 나타내었다. 

3.3. DPPH 라디칼 소거활성

A. nitidus의 줄기 및 잎의 지상부 건조분쇄물의 methanol 

추출물 및 분획물의 항산화 활성을 DPPH 라디칼 소거능

을 통하여 분석하였다(Table 3). A. nitidus 용매 추출물의 

라디칼 소거활성 (scavenging concentration, SC50)은 26.1 

μ g/mL를 보여, 기존 보고된 활성물질인 하수오 추출물의 

경우에서 60 μg/mL 이하의 활성을 보이는 것과 유사한 추

출물 수준에서의 라디칼 소거 활성을 보였다[37]. 이들의 

활성은 Table 3에 함께 비교 표시하였다. 양성 조군 

ascorbic acid는 코스메슈티컬을 구성하는 유효성분의 임상

적 실용성에 의문을 제시하는 비판적 시각에도 불구하고 

가장 보편적으로 인정되는 표적 항산화 성분으로[38] 동

일한 실험조건에서 라디칼 소거 활성 8.9 μM (1.6 μg/mL)

를 보였으며, 이는 Ren 등[32]이 보고한 플라보노이드 류

에 한 활성 및 Kim 둥[35]이 확인한 catechin과 아울러 A. 

nitidus 비 매우 강력한 항산화력을 보이고 있다. 앞서의 

LC/MS에서 확인된 A. nitidus 분획물 F2에 포함된 stilbene 

계열의 resveratrol의 경우, 심장질환, 암 등 다양한 활성에 

덧붙여 산화성 염증질환에 매우 유용한 결과들이 보고되

어 있고[39], 이중 trans-resveratrol 및 cis-resveratrol은 이성

질체 모두 A. nitidus 분획물과 비슷한 활성범위를 보여주

고 있다[40]. 따라서 F2의 경우 단일 화합물 기준의 항산화

기작에 기반을 둔 생물활성의 심도 있는 연구가 필요할 것

으로 사료된다. 

Sample
Polyphenol content, 

mg GAE/g
Reference

A. nitidus methanol extract 48.1 ± 2.6

Oxyresveratrol 349.8 ± 46.8  

M. officinalis ethanol extract 302.7 ± 8.9 [31] 

S. gracilistyla extract 151.9 ± 0.9 [36]

Table 2. The Concentration of Total Polyphenols in A. nitidus 

Preparations

Sample
Radical scavenging activity

Reference
(SC50, μg/mL) (SC50, μM)

A. nitidus methanol extract 16.7 NDa

A. nitidus fraction-1 42.0 ND

A. nitidus fraction-2 10.1 ND

Ascorbic acid 1.5 8.9

Catechin 4.4 15.2 [35]

P. multiflori extract < 60.0 ND [37]

cis-Resveratrol 22.1 97.0 [40]

trans-Resveratrol 16.9 74.0 [40]
a Not determined.

Table 3. The DPPH Radical Scavenging Activity of the A. nitidus Extract and Fractions



μg
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Sample
Inhibitory activity

Reference
(IC50, μg/mL) (IC50, μM)

A. nitidus methanol extract 64.90 NDa

A. nitidus fraction-1 0.90 ND

A. nitidus fraction-2 1.20 ND

Arbutin 119.00 437.10

Kojic acid 7.40 52.10

Resveratrol 57.00 249.90 [19]

Phenylthiourea 0.20 1.50 [19]

Chalcone derivative-3 67.80 256.70 [21]

Chalcone derivative-12 0.04 0.17 [21]
a Not determined. 

Table 4. Tyrosinase Inhibitory Activity of the A. nitidus Extract and Fractions

Figure 4. Melanogenesis inhibition assay of A. nitidus using Danio rerio embryo. The inhibition rate (%) represent the relative pixels 

to the control value. Reagents were added when the embryos reached 7 hpf according to the experimental procedure. The images 

were analyzed between 24 and 54 hpf during fixation with 2.5% methylcellulose. The survival rate was judged by the heartbeat and 

vertebrae under microscope. Reagents (survival rate) was A, Control (16/16); B, A. nitidus extract, 20 μg/mL (16/16); C, A. nitidus

extract, 100 μg/mL (16/16); D, A. nitidus F2, 20 μg/mL (16/16); E, A. nitidus F2, 100 μg/mL (16/16); F, A. nitidus F2, 500 μg/mL 

(12/16); G, Arbutin, 27.23 mg/mL (16/16); H, Kojic acid, 1.42 mg/mL (16/16); I, PTU, 20 μg/mL (16/16). Pictures for 16 embryos 

per experiment were analyzed by Image-J and calculated to get mean values and deviations.
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3.4. A. nitidus 추출물 및 분획물의 In VitroTyrosinase 

억제 활성 및 In Vivo 활성

A. nitidus의 추출물, 분획물 F1 및 F2를 상으로 

tyrosinase 억제 활성 평가를 수행하였다. 추출물은 조구

인 arbutin과 kojic acid의 활성의 중간범위를 나타내었으며, 

정제된 분획물 F1과 F2는 양성 조구인 kojic acid보다 우

수한 활성을 보였다. 이것은 구조 유사성이 높은 resveratrol 

화합물에 비해서도 높은 활성으로, 함께 제시된 기존 문헌 

자료 및 구조-활성 연구에 제시된 다양한 화합물의 비교연

구와 같은 심층적 연구 및 활용의 좋은 물질 군을 제시하

고 있다(Table 4).

A. nitidus의 추출물 및 분획물의 in vitro 평가에서 

tyrosinase 저해활성을 바탕으로, 이에 한 in vivo 활성을 

제브라피쉬 배아를 상으로 멜라닌 색소의 형성 저해율

로 확인하였다. A. nitidus 추출물과 분획물 F2는 농도 의존

적으로 색소 침착이 억제되었으며, 추출물 F2의 경우 100 

μg/mL에서 100% (16 생존개체/16 총개체) 및 500 μg/mL

까지도 75%의 생존율(12 생존개체/16 총개체)을 보여주어 

높은 농도까지 안전한 물질 군을 포함한 것으로 분석되었

다(Figure 4).

3.5. A. nitidus 추출물 및 분획물의 Collagenase 및 

Elastase 억제 활성

A. nitidus 추출물 및 분획물을 상으로 collagenase 억제 

활성 평가를 수행하였다. 추출물은 Pientaweeratch[41] 등이 

발표한 추출물 암라(Amla) 및 사포타(Sapota) 등과 같은 범

위의 활성을 보이며, 분획물은 4배 이상의 비교우위 활성

을 보였으며, Table 5 에 비교 표시한 기지의 화합물 

linarin[42]과 유사한 활성을 보였다. 분획물 F1과 F2는 

조군 1, 10-Phenanthroline보다 고활성을 나타냈으며, 조

군 oxyresveratrol에 근접하는 활성을 확인할 수 있었다.

A. nitidus 추출물의 elastase 억제활성은 암라 추출물, 사

포타와 등하거나 우수한 저해 활성[41]을 보였으며, 

Satyanain[43]등이 보고한 침향 추출물(80 μg/mL, 82.7% 저

해)과 같은 범위의 활성을 보이고 있다(Table 5). 그러나 추

출물과 분획물 사이의 정제도에 따른 차이점은 없었다.

4. 결  론

본 연구에서는 아토카푸스 니티두스(A. nitidus)의 추출

물에 한 기능성 화장품 소재로써의 이용가능성을 확인

하고, 또한 정제된 분획물을 상으로 그 주성분에 한 

추가적인 연구를 통하여 향후 물질 수준의 기능성 소재에 

한 가능성을 모색하고자 실험을 수행하였다. 아토카푸스 

속의 식물자원은 다양한 전통 지식과 연구를 바탕으로 항

산화 및 미백 성분 등 피부 개선에 관한 많은 연구가 보고 

되었다. 식용자원으로서, 항균, 항염, 항당뇨, 항산화 및 면

역조절 기능을 가지는 A. heterophyllus[45] 및 미백소재 자

원으로서 다양성[46]등이 보고되었다. 본 연구에서는 아직

Sample
IC50 (μM) or (μg/mL)a for

Reference
Collagenase inhibition Elastase inhibition

A. nitidus methanol extract 139.8a 61.8a  

A. nitidus fraction-1 20.6a NDb  

A. nitidus fraction-2 16.8a 67.1a  

1, 10-Phenanthroline 307.4 (55.4a) ND

Oxyresveratrol 43.9 (10.7a) ND

P. emblica extract (Amla) 95.9a 387.8a [41]

M. zapota extract (Sapota) 89.6a 35.7a [41]

Linarin 79.4 (47.0a) - [42]

Methyl rosmarinate 14.7 2.7 [44]

Tetrahydroxyxanthonin 11.3 ND [44]

Quercetin ND 10.2 [44]
a The IC50 was calculated based on μg/mL.
b Not determined.

Table 5. Anti-wrinkle Related Enzyme Inhibitory Activities of the A. nitidus Extract and Fractions
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까지 연구보고 사례가 적은 A. nitidus를 상으로 추출물 

및 분획물 수준에서 항산화, 미백 및 피부의 주름 방지에 

관여하는 기초 효과를 규명하고자 하였고, 또한 기존 보고

된 여타 자원 및 물질과의 정량적 비교를 위해 회귀식을 

활용하여 저해율을 IC50 값으로 도출하고 이를 바탕으로 in 

vitro 수준의 경쟁성이 높은 활성군을 스크리닝하고자 하였

다. IC50 수치는 다양한 실험 조건과 시료 조건하에 보고된 

천연자원 혹은 물질의 활성을 가장 객관성 있게 비교할 수 

있는 수치로 간주하여[1,10] 실험에 사용한 아토카푸스의 

활성과 비교할 수 있는 객관적 문헌과 비교 분석하였다. A. 

nitidus의 methanol 추출물은 부분 정제된 분획물 F1보다 

라디컬 소거활성이 더 높았으며, 분획물 F2는 문헌에 보고

된 resveratrol, catechin과 경쟁성이 있는 활성을 보여주었

다. 가장 넓은 활용성을 보여주는 미백활성의 경우, A. 

nitidus 추출물과 분획물은 임상적용성이 가장 높은 arbutin

은 물론 조구 kojic acid와 비교해서 in vitro 수준에서 현

저히 좋은 활성을 보여 주었고, 분획 F2의 경우 in vivo 검

정에서도 경쟁력 있는 활성 및 안전성을 보여주었다. 이는 

식용자원 군의 안전성을 물질 수준에서 확인한 것으로 의

미가 있다고 사료된다. 내외적 요인에 의해 발생하는 피부

의 스트레스가 초래하는 MMPs (matrix metalloproteinases) 

과발현이 주름 발생 및 피부 노화에 관여함은 주지의 사실

이며, 이에 한 구조-활성간의 연구[47] 및 플라보노이드 

자원으로부터 NMR 구조에 기반을 둔 MMP 저해제의 발

굴은 새로운 기작의 소재에 한 관심을 반영하고 있어서

[48], 본 연구에서도 MMP 중 두 가지 효소 collagenase와 

elastase에 한 저해활성을 확인하였다. A. nitidus 추출물

이 기존 보고되는 암라 혹은 사포타 추출물과 비하여 

collagenase 및 elastase의 저해소재로서의 경쟁성이 있음을 

확인하였고, 특히 분획물 F1과 F2의 경우 collagenase 저해 

활성 조구인 1,10-phenanthroline보다 우수한 in vitro 성능

을 보였다. 분획물의 HPLC 및 LC/MS 분석한 결과로 확인

되는 stilbene 계열의 화합물은 resveratrol을 근간으로 다양

한 수산기에 의한 물질의 다양성이 보고되고 있다[40]. 따

라서 본 연구결과에서 확인된 A. nitidus 추출물 및 분획물

의 항산화 활성, 미백 활성 및 MMP 저해제로서 주름 방

지의 가능성을 보이는 것은 이러한 물질군의 영향으로 해

석할 수 있으며, A. nitidus를 이러한 폴리페놀류의 공급원

으로서 새로운 소재의 발굴에 활용을 모색하고자 한다.
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