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요 약: 본 연구에서는 사람 피부 섬유아세포에서 콜라겐을 파괴하는 matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)을 

억제하는 새로운 항노화 천연물을 얻고자 하였다. 50 여종의 생약추출물을 스크리닝 한 후 그 중 인동덩굴 추출물

을 선정하여 본 연구를 수행하였다. 인동 줄기를 70% 에탄올로 추출한 후 헥산, 에틸아세테이트, 부탄올 차례로 

용매 분획을 하였다. 에틸아세테이트층 50 μg/mL와 부탄올층 200 μg/mL 농도에서 유의적으로 MMP-1 생성을 

억제하였다. 이 효능 성분들을 모두 포함하는 분획을 얻기 위해 HP20 레진 컬럼 크로마토그래피를 통해 80% 

에탄올 분획을 얻었다(LJ F80). LJ F80과 지표성분 loganin은 농도의존적으로 MMP-1 생성을 억제하였으며 

그 활성을 비교하였을 때 같은 농도에서 LJ F80이 더 억제효과가 높게 나타났다. 이 분획에 대한 안정도를 

각각 4 ℃, 상온, 40 ℃에 보관하면서 HPLC로 분석하여 16 주간 평가하였다. Loganin을 기준으로 하여 초기값 

대비 ± 10%내외의 안정도를 유지하였다. 따라서 인동의 LJ F80은 피부주름개선효과를 나타내는 유효 화장품 

원료로 사용될 수 있을 것으로 생각된다. 

Abstract: In this study, we attempted to obtain an active ingredient that inhibits the production of matrix 

metalloproteinase-1 (MMP-1) that breaks down collagen in human skin fibroblasts. More than 50 plant extracts were 

screened, and Lonicera japonica was selected for this study. The stem of L. japonica was extracted with 70% ethanol 

and fractions with solvents in the order of hexane, ethyl acetate, and butanol. MMP-1 production were significantly 

inhibited at the concentration of 50 μg/mL of the ethyl acetate layer and 200 μg/mL of the butanol layer. To get a 

fraction containing all of these effective components, 80% ethanol fraction (LJ F80) was obtained through HP20 resin 

column chromatography. The reference substance, loganin and LJ F80 inhibited dose-dependently MMP-1 production. 

At the same concentration, LJ F80 showed a higher inhibitory effect than loganin. The stability of this fraction was 

analyzed with HPLC while kept storing at 4 ℃, room temperature, and 40 ℃, for 16 week. The stability was maintained 

as ± 10% of initial value with reference loganin. Therefore, it is thought that LJ F80 of L. japonica may be used 

to improve wrinkles. 
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1. 서  론

피부는 나이가 들어감에 따라 혹은 외부 자외선, 미세

먼지 등의 자극원에 의해 여러 인자들을 분비하는데 피

부의 진피세포는 이에 세포 외 기질 단백질 분해 효소인 

matrix metalloproteinases (MMPs)를 분비하여 콜라겐, 엘라

스틴 섬유 등의 기질단백질을 분해시킨다. 특히 콜라겐은 

피부의 기질 구조의 대부분을 차지하여 이런 분해효소에 

의해 감소되면 피부에 주름이 발생하고 탄력이 떨어지게 

된다. 특히, MMP-1은 진피의 섬유아세포에 의해 생성되

어 Type I, II, III 콜라겐을 분해하는 작용을 하므로 

MMP-1을 억제하는 물질을 규명하기 위한 연구가 수행되

고 있다[1-3]. 본 연구에서는 다양한 생약 추출물 50 여종

의 추출물 라이브러리로부터 MMP-1 억제효과에 대해서 

스크리닝하였고, 후보식물 중 하나인 인동덩굴 추출물을 

선정하여 연구를 진행하였다.  

인동(忍冬)덩굴(Lonicera japonica Thunberg, honeysuckle)

은 인동과 (Caprifoliaceae)에 속하는 덩굴성 식물이다. 인

동은 줄기와 잎이 추운 겨울에도 시들지 않기 때문에 지

어진 이름으로 이의 꽃은 금은화라고 하는데 꽃잎이 흰

색을 띠다가 차차 노란색으로 변해서 흰색과 노란색이 동

시에 보여 붙여진 이름이다. 금은화는 약용으로 기침감기, 

장염, 후두염 등에 사용되어 왔고 항산화, 항염효과가 보

고되었다[4,5]. 인동덩굴의 줄기는 예로부터 인동등으로 불

리며 약용으로는 잎과 덩굴성 줄기를 해열, 해독, 종기 등

에 사용해 왔다[4]. 그 밖에 약리작용은 신경세포 보호작용

[6], 영실과 함께 소염, 진통작용이 보고되었다[7]. 인동에

는 140 개 이상의 화합물이 분리 보고되었고 주요한 작용

으로는 항염, 항균 항바이러스, 항산화, 간보호 효과 등이 

알려져 있다[8-10]. 인동의 잎에서는 di-O-caffeoylquinic acid 

유도체들과 secoxyloganin, luteoloside의 항균효과가 보고

되었다[11]. 인동의 피부와 관련된 효능은 항염, 미백효과

가 알려져 있는데, 인동의 전초로부터 분리된 sweroside는 

loganin과 같이 iridoid glycoside 성분으로 멜라닌 합성에 

관여하는 효소의 발현을 조절하여 미백효과가 나타내는 

것으로 보고되었다[12]. 

본 연구에서는 인동덩굴 추출물에서 세포 외 기질을 

파괴하는 효소를 억제하는 유효성분 분획을 얻고 그 안

정도를 평가하여 주름 개선 화장품 소재로서의 가능성을 

확인하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료 및 시약

본 실험에 사용된 인동덩굴(L. japonica)은 강원 고성에서 

채취된 것을 구입하여 사용하였다((주)토종마을, Korea). 용

매인 에탄올, 헥산, 에틸아세테이트, 부탄올(삼전화학, Korea), 

HPLC 용 물, 아세토나이트릴(Burdick & Jackson, Korea)과 

트리플루오로아세트산(TFA, Sigma, USA), 로가닌(loganin, 

TCI Chemicals, Japan), 페니실린과 스트렙토마이신 (GibcoBRL, 

USA)을 사용하였다. 인체 섬유아세포 (normal human dermal 

fibroblast), 인체각질세포인 HaCaT 세포와 배지 Dulbecco's 

modified eagle's medium (DMEM), fibroblast basal medium 

(FBM), fetal bovine serum (FBS)은 American Type Culture 

Collection (ATCC, USA)을 통해 구입하였다. 

 

2.2. 용매 분획 및 레진 분획 제조

인동덩굴의 줄기 100 g을 10 배수의 70% 에탄올에 넣

고 초음파로 30 min 추출한 후 24 h 동안 냉침하였다. 위 

과정을 2 번 반복하여 필터 한 후 감압 농축하였다. 1 L

의 증류수를 넣어 분산한 후 동량의 헥산을 넣어 분획하

여 헥산층을 감압 농축하였다. 차례로 에틸아세테이트, 

부탄올을 사용하여 동일한 방법으로 층을 나누었다. 

위와 동일한 방법으로 70% 에탄올 층을 조제하여 1 L 

증류수에 녹여 HP20 (Diaion, Mitsubishi Chemical, Japan) 

레진이 충진된 컬럼을 통과시키고 증류수를 충분히 흘려

주어 당을 제거하였다. 80% 에탄올을 2 L 흘려주어 용출

된 것을 감압농축하여 시료(LJ F80)로 하였다. 

 

2.3. 세포배양

인체 섬유아세포를 배양 플라스크에 페니실린 (100 

U/mL), 스트렙토마이신 (100 μg/mL), 보조제를 함유하는 

FBM 배지를 넣고 37 ℃, 5% CO2를 포함하는 배양기내에서 

배양한다. HaCaT 세포는 10% FBS를 함유하는 DMEM 배지

를 넣고 37 ℃, 5% CO2를 포함하는 배양기내에서 배양한다. 

 

2.4. 세포독성

96 well plate에 인체섬유아세포를 6 × 103cells/well씩 

분주한 후, 24 h 동안 세포가 plate에 잘 붙도록 37 ℃, 

5% CO₂세포 배양기에 배양한다. 보조제를 포함하지 않

은 FBM 배지를 사용하여 세포를 기아상태로 만들어 준 
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후, 다음날 시료를 농도별로 처리하여 24 h 배양한다. 세

포에 WST-1 solution (EZ-cytox, Korea)을 처리하여 반응

시키고, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) reader

로 450 nm에서 흡광도를 측정한다. 

2.5. Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) 생성량 측정

6 well plate에 HaCaT 세포를 2.5 × 105 cells/well씩 분

주한 후, 세포 배양조건에서 24 h 배양한다. FBS를 포함

하지 않은 DMEM배지를 사용하여 세포를 기아상태로 만

들어 준 후 UV (20 mJ/cm2, Dermlight cube 401, USA)를 

처리해 배양하여 UV 자극을 받은 배양액 (UV irradiated- 

conditioned media, UV-CM)을 만들다.  

96 well plate에 인체섬유아세포를 6 x 103 cells/well씩 

분주한 후, 세포 배양조건에서 24 h 배양한다. 보조제를 

포함하지 않은 FBM 배지를 사용하여 세포를 기아상태로 

만들어 준 후, UV-CM를 시료와 함께 인체섬유아세포에 

처리하여 24 h 배양한다. MMP-1 ELISA kit (R&D systems, 

USA) 를 이용하여 배양액의 MMP-1 생성량을 측정한다. 

최종 MMP-1의 양은 일정 단백질당 MMP-1 양으로 환산

하여 음성대조군과 비교한다[13]. 양성 대조물질은 에피

갈로카테킨 갈레이트(EGCG, Wako, Japan)를 사용하였다.

 

2.6. 안정도 평가 

LJ F80분획 10% 고형분 농도로 40% 부틸렌 글리콜에 

조제하여 각각 4 ℃, 상온 (RT), 40 ℃에 보관하였다. 그 

안정도를 loganin을 지표물질로 사용하여 분석하였다. 용

매조건은 0.1% TFA를 함유한 물과 아세토나이트릴 조건

으로 컬럼은 C18 250 × 4.6 mm를 사용하여 Waters 

2695/2998 (HPLC-PDA)를 이용하여 분석하였다 (Table 1). 

각 시료는 초기값 대비 지표물질 loganin 함량 %를 기준

으로 평가하였다.  

2.7. 통계처리 

본 실험에서 얻은 결과에 대해서 각 실험군과 대조군간 

평균은 t-test로 분석하여 p-value 값이 대조군과 비교하여 

0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 것으로 평가하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. MMP-1 생성 억제  

인동덩굴의 MMP-1 억제 활성 물질을 많이 포함하고 

있는 분획을 찾고자 70% 에탄올로 추출한 후 각각 극성

에 따라 헥산, 에틸아세테이트, 부탄올로 용매분획을 나

누었다. Figure 1과 같이 농도별로 세포독성을 평가하였

을 때 세포독성이 나타나지 않는 최대농도에서 그 활성

을 평가하였고 효능이 알려진 EGCG를 양성 효능 대조물

질로 사용하였다. 70% 에탄올 추출물은 800 μg/mL 농도

부터 농도의존적으로 MMP-1 생성을 억제하였다. 헥산층

의 경우는 50 μg/mL의 경우 오히려 생성을 증가시키는 

경향을 보였으며 에틸아세테이트층 50 μg/mL의 경우와 

부탄올층 200 μg/mL 농도에서는 유의적으로 MMP-1 생

Instrument Waters 2695/2998

Column
Phenomenex Luna C18(2) 4.6 × 250 mm,

5 μm

Mobile phase
 A: 0.1% trifluoroacetic acid in water

 B: 0.1% trifluoroacetic acid acetonitrile

Gradient 

condition

Time (min) Solvent A (%) Solvent B (%)

0 90 10

5 90 10

30 2 98

35 2 98

40 90 10

Flow rate 1.0 mL/min

Detection 254 nm

Injection volume 10 μL

Table 1. Analytical Condition of HPLC

Figure 1. The cell viability of human dermal fibroblast incubated

with L. japonica fractions. Each value represents the mean ± 

SD of triplicates and percentages of control. 
*

p < 0.05, 
**

p < 

0.01, and 
***

p < 0.001 compared with control.
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성을 억제하였다(Figure 2). 이를 통해 70% 에탄올 추출

물의 활성 성분이 에틸아세테이트층과 부탄올층에 동시

에 존재함을 알 수 있었고 활성성분을 동시에 포함하는 

분획을 얻기 위해 HP20레진을 이용하여 컬럼 크로마토그

래피를 수행하였다. 당과 같은 수용성 성분을 제외하고 

80% 에탄올로 용출시킨 LJ F80의 분획을 이용하여 세포

독성을 확인한 후 독성이 없는 농도에서 MMP-1 생성 억

제 효능을 평가하였다. LJ F80은 Figure 3와 같이 200 μ

g/mL농도까지 세포독성을 나타내지 않았고 50 μg/mL, 10 

μg/mL 농도 의존적으로 유의적인 억제활성을 나타내었

다(Figure 4). 또한 지표성분인 loganin과 비교하였을 때 

같은 농도인 50 μg/mL, 10 μg/mL에서 LJ F80이 더 

MMP-1 억제효과가 좋은 것으로 나타났다. Loganin은 산

수유(Cornus officinalis)에도 들어있는 성분으로 산수유는 

항산화, 피부 주름 개선 효능이 보고되었으며 loganin의 

콜라겐 합성 증가, TNF-α자극에 의한 MMP-1 생성억제효

능이 알려져 있다[14,15]. 본 연구에서 자외선에 의해 실

제 피부에서 일어나는 환경을 잘 반영하기 위해서 각질

형성세포에 자외선을 처리하여 다양한 사이토카인 분비

가 일어난 조건 배지를 이용하여 섬유아세포에서 MMP-1 

생성을 증진시켰다. 따라서 LJ F80의 활성이 동일농도에

서 loganin보다 MMP-1 억제 효과가 높게 나타난 것은 LJ 

F80에 loganin과 인동 덩굴의 다른 성분들이 자외선 자극

에 따라서 피부에서 일어나는 다양한 반응을 조절 할 수 

있었을 것으로 추측해 볼 수 있다.  

3.2. HPLC 분석결과 및 안정도 확인 

인동덩굴 분획 LJ F80의 HPLC 분석조건을 Table 1과 

같이 설정하여 지표 물질 loganin과 LJ F80 분획을 분석

하였다. Figure 5에서와 같이 loganin은 11.6 min의 피크 

머무름 시간을 나타내었으며, 254 nm파장에서 LJ F80분

획 중 loganin이 가장 높은 흡광도를 나타내었다. 농도 단

계별로 희석한 loganin 흡광도로 검량선을 구한 후 LJ 

F80분획 보관조건별 시료의 흡광도를 비교하여 그 안정

도를 평가하였다. 4 ℃, 상온 (RT), 40 ℃에 보관조건에서 

같은 경향을 나타내었는데, 4 주를 제외한 8 주, 16 주까

지 초기값 대비 ± 10% 정도 수준의 안정도를 유지하였다

(Figure 6). 4 주차의 감소는 8 주차에서 유지되는 것으로 

볼 때 시료처리 오차로 보여진다. 색과 취는 4 ℃, 상온

에서 변화 없었고, 40 ℃ 보관조건에서 8 주차부터 색이 

약간 진해지는 경향을 보였으나 취의 변화는 없었다. 원

Figure 2. MMP-1 production in human dermal fibroblast 

incubated with L. japonica fractions. Each value represents the 

mean ± SD of triplicates and percentages of control. 
*

p < 0.05, 
**

p < 0.01, and 
***

p < 0.001 compared with UV-CM control. 

Figure 3. The cell viability of human dermal fibroblast 

incubated with L. japonica fraction, LJ F80. Each value 

represents the mean ± SD of triplicates and percentages of 

control. 
*

p < 0.05 and 
**

p < 0.01 compared with control.

Figure 4. MMP-1 production in human dermal fibroblast 

incubated with L. japonica fraction, LJ F80. Each value 

represents the mean ± SD of triplicates and percentages of 

control. 
*

p < 0.05, 
**

p < 0.01, and 
***

p < 0.001 compared with 

UV-CM control.
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료화를 위해서는 항산화제등 변색방지제를 첨가하여 추

가적인 안정성을 평가하는 것이 필요할 것으로 생각된다. 

Figure 5. The HPLC chromatographs of L. japonica fraction 

and loganin. (A) Standard (loganin), (B) LJ F80 fraction. The 

separation conditions are described in Section 2.2.

Figure 6. The stability of L. japonica fraction, LJ F80. Each 

value represents the mean of duplicates and percentages of 

initial value.

4. 결  론 

인동등으로 불리는 인동덩굴의 줄기는 다양한 약리작

용을 가지고 있어 예로부터 해열, 소염 등의 약재로 쓰여

져 왔다. 본 연구에서는 생약추출물 라이브러리로부터 항

염 효과가 있는 생약 중 하나인 인동덩굴을 선정하고 주

름 개선 화장품 소재로서의 가능성을 확인하였다. 인동덩

굴의 추출물로부터 HP20 크로마토그래피 공정을 통해 얻

은 LJ F80의 유의적인 MMP-1 생성 억제효능을 확인하였

다. LJ F80은 200 μg/mL농도에서 피부섬유아세포에서 음

성 대조군 수준의 MMP-1를 보여 충분한 효능을 가진 것

으로 보인다. 또한 예비적인 안정도 테스트에서 16 주까

지 그 안정도가 유지되고 있어 피부 주름 개선 효과를 

나타내는 유효 화장품 원료로 사용될 수 있을 것으로 생

각된다. 
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