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서   론

연육이란 어류의 머리, 뼈, 껍질 등을 제거한 후, 어육만을 마
쇄하고 수세하는 공정을 거쳐 근원섬유단백질만을 동결변성방
지제와 혼합한 것으로 어묵, 맛살, 소시지 등 다양한 연제품의 
원료로 사용되고 있다(Park and Morrissey, 2000). 최근에는 다
양한 어류를 이용한 연육 소재 개발 연구가 활발히 진행되고 
있으며(Park and Morrissey, 2000; Chaijan et al., 2004; Luo 
et al., 2008; Chae et al., 2014), 지역 특산 어류의 소비를 활성
화 시키기 위하여 지역적 대표성을 갖는 어종을 이용한 연육 개
발 연구도 진행되고 있다(Heu et al., 2010; Kim et al., 2014; 

Gao et al., 2016; Oh et al., 2019). 하지만 연육을 생산하는 공
정 중 원물의 65%가 부산물로 발생되고 있으며(Kim and Park, 
2004), 2017년 세계 연육 생산량이 82만 톤을 기록한 것을 바
탕으로(Future Seafood, 2018) 연육 부산물 발생량은 약 151
만 톤으로 추정된다. 이러한 연육 가공 부산물은 대부분 어분
이나 비료로 사용되거나 폐기되어 환경오염을 초래하고 있다
(Kim and Park, 2004). 어류 가공 시 발생하는 부산물 중 뼈
와 껍질은 약 30% 이상 발생하며 이들은 다량의 콜라겐을 함
유하고 있어 광우병과 구제역과 같은 문제가 있는 육상동물 유
래 콜라겐 대체 소재로 평가된다(Shahidi, 1994; Sadowska et 
al., 2003), 현재까지 어피를 이용하여 콜라겐 추출 및 이들의 분
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자적 특성연구들이 진행되었으며(Sadowska et al., 2003; Kit-
tiphattanabawon et al., 2005; Nalinanon et al., 2007), 어피 유
래 콜라겐들의 다양한 생리활성들에 관한 연구들도 보고되었다
(Jia et al., 2010; Gu et al., 2011; Baehaki et al., 2015). 또한 어
피 유래 콜라겐의 화장품 소재로 사용 확대를 위하여 미백, 보
습 피부기능성 소재 연구도 보고되고 있다(Wood et al., 2008; 
Hayashi et al., 2011; Hou et al., 2011; Hou et al., 2012). 이 연
구에서는 최근 제주지역에서 생산되고 있는 광어(Paralichthys 
olivaceus) 연육의 부산물인 광어 어피와 북미에서 주로 생산되
고 있는 명태(Gadus chalcogrammus) 연육의 부산물인 명태 어
피를 단백질 분해효소로 가수분해하고 이들의 화장품 소재로
서 가능성을 확인하기 위하여 항산화, 항염증, 미백, 주름억제 
효능을 평가하였다.

재료 및 방법

실험 시약 및 재료

본 실험에서 사용된 광어 어피와 명태 어피는 탐나씨푸드 영
어조합법인(Jeju, Korea)으로부터 제공받았고, 이를 세척하
여 혈액, 뼈 그리고 협잡물을 제거하고 껍질만 분리하여 동결
건조 후 사용하였다. 효소가수분해에 사용된 alcalase와 prota-
mex는 Novozyme Co. (Bagsvard, Denmark)에서 구매하였고, 
pepsin, mushroom tyrosinase, (-) - Epigallocatechin gallate 
(EGCG), arbutin, dimethyl sulfoxide (DMSO), N-succinyl-
Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide, Elastase from porcine pancreas, 
Azo dye-impregnated collagen, collagenase, 3 - (4,5-dimeth-
ylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), 
2,2-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), Li-
popolysaccharides (LPS), 2’, 7’-dichlorodihydroflurescin di-
acetate (DCFH-DA), alpha-melanocyte-stimulating hormone 
(α-MSH), Hydrogen peroxide solution (H2O2), 1×phosphate 
buffered saline (PBS)는 sigma-aldrich (St. Louis, MO, USA)
에서 구입하여 사용하였다. Dulbecco’s modified Eagle medi-
um (DMEM), Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) 
medium, Ham’s Nutrient Mixtures medium (F-12), penicillin/
streptomycin, fetal bovine serum (FBS)는 Gibco BRL (Life 
Technologies, Burlington, ON, Canada)에서 구입하여 사용하
였다. 그 외 기타 시약은 분석용 등급의 시약을 사용하였다.

어피 가수분해물 제조

동결건조된 어피를 0.5×0.5 cm 이하의 크기로 분쇄 후, 시료
대비 1%의 비율로 효소를 첨가하여 효소 별 최적조건에서 24
시간동안 가수분해하였으며, 효소가수분해물은 10,000 rpm에
서 20분간 원심분리하여 상등액을 감압여과 하였고, 여과된 가
수분해물들은 100°C의 항온수조에서 15분동안 불활성화를 진
행하였다. 이 후 가수분해물들은 동결건조 후 분말화하여 실험

에 사용하였다. 실험에 사용된 시료의 약어는 광어 어피 pepsin 
가수분해물(PO), 광어 어피 alcalase 가수분해물(PA), 광어 어
피 protamex 가수분해물(PTO), 명태 어피 pepsin 가수분해물
(PA), 명태 어피 alcalase 가수분해물(AA), 명태 어피 protamex 
가수분해물(PTA)과 같다.

Tyrosinase 저해 활성

Tyrosinase 저해 활성은 Heo et al. (2009)의 방법을 이용하
여 측정하였다. 96 well plate에 40 μL의 1.5 mM tyrosinase
와 140 μL의 50 mM phosphate buffer (pH 6.5)를 취한 후, 10 
μL의 mushroom tyrosinase (1000 units/mL)을 처리하였다. 이 
후 10 μL의 시료를 처리한 뒤 37°C에서 12분간 반응 후 5°C에
서 5분간 방치시켜 효소반응을 정지시킨 후 microplate reader 
(BioTek Synergy HT, Woburn, MA, USA)를 이용하여 490 
nm에서 흡광도를 측정하였다.

Elastase 저해 활성

Elastase 저해 활성은 Kraunsoe et al. (1996)의 방법을 따라 
측정하였다. 50 μL의 시료와 650 μL의 1.015 mM N-succinyl-
Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (dissolved in Tris-HCl, pH 8.0)
을 혼합하며 25°C에서 10분간 반응시켰다. 반응 후 50 μL의 
elastase solution (0.0375 units/mL)을 처리하여 25°C에서 10
분간 반응 후 microplate reader를 이용하여 410 nm에서 흡광
도를 측정하였다.

Collagenase 저해 활성

Collagenase 저해 활성은 Wang et al. (2018a)의 방법을 따라 
측정하였다. 1 mg의 azo dye-impregnated collagen을 800 μL
의 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0)에 녹인 뒤 100 μL의 collagenase 
solution (200 unit/mL)과 100 μL의 시료를 혼합하였고 43°C에
서 1시간동안 교반하며 반응시켰다. 반응 후 microplate reader
를 이용하여 410 nm에서 흡광도를 측정하였다.

세포 배양

Monkey kidney fibroblast cell (Vero cell)은 한국세포주은
행(Korean cell line bank, KCLB, Seoul, Korea) 10% FBS, 
1% antibiotic을 포함하는 RPMI 배지를 사용하여 배양하였
고, Murine macrophage cell line (RAW 264.7)과 HaCaT은 
KCLB에서, B16F10 mouse melanoma cells (ATCC® CRL-
6475™)은 ATCC (American type culture collection; Manas-
sas, VA, USA)에서 구매하여, 10% FBS, 1% antibiotic를 함
유한 DMEM 배지에 배양하였다. Human dermal fibroblast 
cell (HDF; ATCC® PCS20101TM)은 ATCC에서 구매하였으
며, DMEM과 F-12를 3:1 비율로 혼합한 후, 10% FBS, 1% 
antibiotic를 첨가하여 배양에 사용하였다. 세포들은 37°C, 5% 
CO2 incubator (Sanyo MCO-18AIC CO2 Incubator, Morigu-
chi, Japan) 세포상태에 따라 계대 배양하여 실험에 사용하였다.
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산화적 스트레스가 유도된 세포보호효과

Vero cell에서 산화적 스트레스를 유도 후 세포 생존율을 측
정은 Wang et al. (2018b)의 방법을 이용하여 평가하였다. 배
양된 Vero cell을 1×105 cells/well의 농도로 분주하고, 16시간 
뒤 시료들을 농도 별로 처리한 후, 2시간 뒤 산화스트레스 유
도물질(10 mM AAPH, 1 mM H2O2)을 10 μL 처리하여 37°C
의 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 MTT solu-
tion (2 mg/mL)을 50 μL씩 처리한 뒤 3시간 배양하였고, 상층
액을 제거하고 DMSO (dimethyl sulfoxide)를 이용하여 침전
물을 녹인 뒤 microplate reader를 이용하여 540 nm에서 흡광
도를 측정하였다.

Reactive oxygen species (ROS) 생성 억제 활성

산화적 스트레스에 의해 세포에서 생성되는 ROS 양의 변화
를 측정하기 위하여 Vero cell을 1×105 cells/well로 분주하고 
5% CO2, 37°C의 incubator에서 24시간 배양하여 시료를 농
도별로 처리하였다. 30분 처리 후 산화스트레스 유도물질(10 
mM AAPH, 1 mM H2O2)을 처리하였고, incubator에서 30분
간 반응시킨 뒤 0.05% DCFH-DA를 10 μL 처리하고 10분간 반
응시킨 후 fluorescence microplate reader를 이용하여 excita-
tion 파장 485nm, emission 파장 535nm에서 측정하였다.

Nitric oxide (NO) 생성 저해 활성

NO 생성 저해 활성 평가는 Kim et al. (2013)의 방법을 따라 
RAW 264.7 세포를 1×105 cells/well로 분주하고 16시간 뒤 시
료를 처리한 후, 1시간 뒤에 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 incuba-
tor에서 24시간 동안 배양하였다. 이 후 각 well의 배양액 100 
μL와 griess 시약 100 μL를 혼합한 뒤 상온에서 10분 동안 반응
시켜 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Ultraviolet B (UVB) 조사에 의한 ROS 생성 저해 활성

HaCaT cell과 HDF cell을 48 well plate에 4×104 cells/well
로 분주하여 24시간 배양 후 FBS를 첨가하지 않은 배지로 교환
하여 24시간 동안 배양하였다. 시료를 처리하고 12시간 후 배지
를 제거하고 PBS로 세척하였고, 그 후 PBS 200 μL를 각 well
에 분주 후 UVB meter (UV Lamp, VL-6LM, Vilber Lourmat, 
France)로 UVB를 30, 50 mJ/cm2로 조사하였다. UVB 조사 후 
PBS를 제거하고 배지로 교환한 후 시료를 처리하였다. 배양 후 
MTT solution (2 mg/mL)을 50 μL씩 처리한 뒤 3시간 배양하
였고, 상층액을 제거하고 DMSO (dimethyl sulfoxide)를 이용
하여 침전물을 녹인 뒤 microplate reader를 이용하여 540 nm
에서 흡광도를 측정하였다.

Ultraviolet B (UVB) 조사 후 콜라겐 합성량 및 Matrix 
metalloproteinase (MMP)-1 발현 억제 활성 측정

48 well plate에 HDF cell을 5×104 cells/well로 분주하여 24

시간 배양하였고, FBS가 포함되지 않은 배지로 교체한 후 시료
를 처리하였다. 2시간 후 UVB를 50 mJ/cm2 조사하였고, 48시
간 동안 배양하였다. 이후 배양액을 취하여 procollagen type I 
protein synthesis kit (TaKaRa Bio, Kusatsu, Japan)를 이용하
여 콜라겐 전구체의 C-말단의 양을 측정하였고, MMP 1 Elisa 
kit (GE Healthcare Life Sciences, Exeter, Devon, UK)를 이용
하여 MMP-1 발현량 변화를 측정하였다.

Melanin 생성 억제 활성

B16F10세포에서 세포 외 melanin 함량 측정을 위하여 
1×105 cells/well로 분주하여 24시간 배양 후 50 nM의 α-MSH 
(Melanocyte stimulating hormone)와 시료를 처리하여 72시간 
동안 배양하였다. 이 후 배지를 회수하여 10,000 rpm에서 10분
간 원심분리 한 후 상등액을 96 well plate에 옮겨 microplate 
reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 내 
melanin 함량 측정을 위하여 배양된 세포는 배지를 제거하고 
PBS로 수세 후 500 rpm에서 5분 동안 원심분리 하였고 10% 
DMSO가 첨가된 1N NaOH용액을 첨가하여 80°C에서 1시간
동안 반응시킨 후 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

통계분석

실험결과의 통계분석은 각 시료에 대한 평균±표준편차로 
나타내었고, SPSS Version 14 program을 사용하여 Oneway 
ANOVA-test를 실시하였다. 항목들 간의 유의성 검증은 Tur-
key’s test에 의해 P<0.01, 0.05, 0.1에서 검정하였다.

결과 및 고찰

효소 별 어피 가수분해물의 Tyrosinase 저해 활성

Alcalase와 protamex는 대표적인 산업용 단백질 분해 효소로 
널리 사용되고 있으며, 어류 및 이의 부산물을 가수분해하기 위
하여 사용되고 있다(Herpandi et al., 2012). 또한 펩신은 콜라겐 
가수분해물의 telopeptide 부분을 절단하여 콜라겐의 수율을 증
가시킨다고 알려져 있어 펩신을 이용한 콜라겐 생산방법에 관

Table 1. Optimum digestion conditions as per each enzyme used 
and relevant abbreviations. 

Species Enzyme
Optimum condition

Abbreviation
pH Temperature 

(°C)

Olive flounder 
Paralichthys 
olivaceus skin

Pepsin 2.0 37 PO
Alcalase 8.0 50 AO
Protamex 6.0 40 PTO

Alaska pollack 
Gadus chalco-
grammus skin

Pepsin 2.0 37 PA
Alcalase 8.0 50 AA
Protamex 6.0 40 PTA
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한 많은 연구가 보고된 바 있다(Nagai and Suzuki, 2002; Jong-
jareonrak et al., 2005). 따라서 향후 광어와 명태 어피 유래 콜라
겐의 산업적 활용을 위하여 alcalase, protamex 그리고 pepsin
을 이용하여 어피를 가수분해하였고, 연구를 진행하였다.
건조 후 분쇄한 광어, 명태 어피를 pepsin, alcalase, protamex 
효소를 이용하여 최적의 온도와 pH 조건에서 24시간 동안 가
수분해하였으며 최적조건과 효소 별 어피 가수분해물 시료명
은 Table 1에 나타내었다. Tyrosinase는 색소세포 내에서 자동
산화반응에 의하여 멜라닌 생성에 관여하는 효소이며 자외선 
및 산화반응에 의하여 활성화되면 색소침착을 일으킨다고 알
려져 있다(Hearing and Jiménez, 1987; Prota, 2012). 이와 같
이 tyrosinase 저해 활성 소재는 피부미백 소재로 사용될 수 있
어 많은 연구가 진행되고 있다. 어피 가수분해물들의 tyrosinase 
저해 활성을 측정한 결과는 Fig. 1A에 나타내었고, 양성대조군

으로 95 μg/mL의 arbutin과 비교하였다. 가수분해물들은 모두 
농도의존적으로 tyrosinase 저해 활성이 증가하는 것으로 나타
났으며, 100 μg/mL의 PO를 처리하였을 때 37.43%의 tyrosi-
nase 저해 활성을 나타내었다. PA와 PTO는 100 μg/mL의 농
도에서 각각 30.20%와 26.74%의 저해 활성을 나타내었다. 명
태 어피 가수분해물의100 μg/mL의 농도에서 각각 28.90%, 
28.59%, 26.21% (PA, AA, PTA)로 PA와 AA가 유사한 활성
을 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 해양생물 유래의 흑해삼 
유래 콜라겐(Abdillah et al., 2017), 불가사리 유래 효소가수분
해물(Park et al., 2005) 오징어 유래 콜라겐(Kwon et al., 2008)
등 다양한 소재를 활용하여 tyrosinase 저해 활성 연구가 진행되
었다. Kim et al. (2009)에 따르면 pepsin 가용성 상어껍질 콜라
겐과 pepsin 가용성 상어육조직 콜라겐의 tyrosinase 저해 활성
은 100 μg/mL의 농도에서 10.33%와 11.07%의 저해율을 나타
내었고, Nakchum and Kim (2016)의 연구에 따르면 오징어 껍
질 콜라겐 가수분해물의 저분자 분획물은 1 mg/mL의 농도에
서 39.65%의 tyrosinase 저해 활성을 나타내어 광어와 명태 어
피 효소 가수분해물이 우수한 tyrosinase 저해 활성을 나타내는 
것으로 판단된다. 

효소 별 어피 가수분해물의 elastase와 collagenase 
저해 활성

Elastase는 피부의 진피조직에서 그물망구조를 형성하여 피
부탄력에 관여하는 elastin과 collagen 단백질을 분해하는 효소
로 피부의 주름 생성과 탄력 감소를 유발한다고 알려져 있다
(Imokawa et al., 1995). 또한 collagenase는 collagen을 특이적
으로 분해시키는 효소로서 피부탄력을 떨어트린다고 보고되었
다(Nagase, 1996). 효소 별 어피 가수분해물들의 elastase 저해 
활성을 평가한 결과는 Fig. 1B에 나타내었으며, 양성대조군으
로 45 μg/mL의 EGCG를 사용하였다. 가수분해물 모두 농도의
존적으로 저해 활성이 높아지는 경향을 보였으며, 특히 pepsin
가수분해물인 PO와 PA의 가장 높은 농도인 200 μg/mL에서 
25.06%와 22.90%의 저해 활성을 나타내었다. 하지만 양성 대
조군인 EGCG의 저해율 68.19% 보다는 낮은 결과를 보였다. 
PA, PTO, AA, PTA에서는 모두 최고 농도인 200 μg/mL에서 
15% 이상 저해 활성을 보이지 않았다. 어피 가수분해물들의 
collagenase 저해 활성은 Fig. 1C에 나타내었으며, 광어 어피 가
수분해물 중에서는 PO, 명태 어피 가수분해물 중에서는 PA가 
200 μg/mL의 농도에서 44.30%와 38.53%의 저해율을 나타내
어 우수한 활성을 나타내었다. pepsin 가용성 상어껍질 콜라겐
과 pepsin 가용성 상어육조직 콜라겐의 elastase 저해 활성(Kim 
et al., 2009)은 0.5 mg/mL의 농도에서 51.11%와 13.33%로 광
어와 명태 어피의 pepsin 가수분해물이 우수한 저해활성을 나
타내는 것으로 확인되었다. Tyrosinase, elastase, collagenase
의 효소 저해활성 확인 결과 광어와 명태 어피 가수분해물 중 
pepsin 가수분해물이 우수한 효소저해활성이 확인되어 PA와 

Fig. 1. Fish skin hydrolysates inhibits commercial tyrosinase, 
elastase, and collagenase. The inhibitory effects of fish skin hy-
drolysates on (A) tyrosinase activity; (B) elastase activity; and (C) 
collagenase activity. The experiments were conducted in triplicate, 
and the data are expressed as the means±standard error (SE).
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AA를 선택하여 추후 실험을 진행하였다.

AAPH와 H
2
O

2
로 유도된 산화적 스트레스로부터 세포

보호효과 및 ROS 소거 활성

광어와 명태 어피의 항산화 활성을 측정하기 위하여 정상세포
인 vero cell에서 산화적 스트레스를 유도하여 PO와 PA의 항산
화 활성을 평가하였고, 그 결과는 Fig. 2에 나타내었다. 산화적 
스트레스 유도물질을 AAPH로 세포의 ROS를 유도시켰을 때 
PO의 농도가 증가할 수록 ROS를 감소시켰으나 고농도인 100 
μg/mL에서만 유의적으로 ROS 생성이 억제되는 것을 확인할 
수 있었다(Fig. 2A). PA를 25, 50, 100 μg/mL농도로 처리를 하
였을 때에는 유의적인 ROS 생성 억제 활성은 나타나지 않았다. 
AAPH를 처리하고 PO와 PA에 의한 세포생존율의 변화를 측
정하였고, PO와 PA의 100 μg/mL 농도에서 유의적으로 생존
율이 증가하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2B). 다음으로 산화

적 스트레스 유도물질을 H2O2로 처리하였을 때의 PO와 PA의 
ROS 생성 변화를 측정하였다(Fig. 2C). PO의 경우 농도의존적
으로 ROS 생성이 유의적으로 억제되는 경향을 보였으며, 100 
μg/mL을 처리하였을 때 ROS양이 약 19% 감소하였다. PA의 
경우 25 μg/mL와 50 μg/mL에서는 유의적인 활성은 나타나지 
않았지만 100 μg/mL의 농도에서는 유의적으로 ROS 생성이 
억제되는 것을 확인하였다. H2O2로 처리 후 PO와 PA에 의한 세
포 생존율 변화를 측정한 결과 PO와 PA 모두 농도의존적으로 
유의적인 생존율 증가를 확인 할 수 있었고, 100 μg/mL의 PO
를 처리하였을 때 75.66%의 세포생존율이 확인되었으며, 100 
μg/mL의 PA를 처리하였을 때 64.58%의 생존율을 나타내었
다(Fig. 2D). 따라서 PO는 ROS를 감소시킴으로써 세포 보호
효과를 증가시키는 것으로 확인되며 더 우수한 항산화 활성을 
갖고 있다고 판단된다. 이전 연구에서 오징어 껍질 콜라겐 가
수분해물(Giménez et al., 2009), 날쌔기 껍질 콜라겐 가수분해

Fig. 2. Protective effects of pepsin hydrolysates of olive flounder skin (PO) and alaska pollack skin (PA) against AAPH and H2O2-induced 
oxidative stress in Vero cells. Cells were treated with PO and PA at 25, 50, and 100 μg/mL for 1 h and then AAPH or H2O2 (10 or 1 mM) 
was added for 24 h. (A), (C) The intracellular ROS level was measured by DCF-DA assay and (B), (D) the cell viability was measured by 
MTT assay. The experiments were conducted triplicate, and the data were expressed as the mean±SE. ##P<0.01 compare with control group; 
*P<0.05, **P<0.01 compare with stimulated group.
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물(Yang et al., 2008), 틸라피아 껍질 콜라겐 가수분해물(Yang 
et al., 2009) 등의 껍질 가수분해물의 항산화 활성이 보고된 바 
있으며, ROS의 과생성은 피부 조직 내의 단백질 산화, 콜라겐
과 엘라스틴의 구조를 붕괴, 멜라닌의 생성을 촉진시켜 주름과 
기미 등의 피부노화를 발생시킨다고 보고 된 바 있다(Davies, 
1987; Foote, 2012). 따라서 어피 가수분해물의 효과적인 ROS 
생성 억제 활성과 세포보호 효과로 인하여 피부에서의 미백활
성과 주름억제 활성을 기대할 수 있을 것이라 판단된다.

LPS로 유도된 Raw264.7 세포에서 어피 가수분해물
의 항염증 활성

NO는 체내에서 신호 전달, 혈관 확장, 방어 기전 등의 역할
을 하기도 하지만, 과생성 되었을 시 염증반응을 일으켜 피부 
염증질환을 일으키거나, 조직 손상에 영향을 미치는 인자이다
(Ohshima et al., 1990; Deliconstantinos et al., 1996; Liang et 
al., 1999). RAW 264.7 cell에서 LPS로 NO를 유도시킨 후 PO
와 PA의 항염증 활성을 확인하였으며, 그 결과는 Fig. 3에 나
타내었다. LPS를 단독 처리하였을 때 발생하는 NO 생성량을 
100%로 두었고, PO와 PA를 처리하였을 때 모두 유의적인 NO
저해 활성을 나타내었다(Fig. 3A). PO를 25, 50, 100 μg/mL
의 농도에서 각각 90.98%, 70.05%, 71.24%의 NO 생성량으로 
농도의존적인 NO 억제 활성을 확인할 수 있었으며, PA를 25, 
50, 100 μg/mL 처리하였을 때 또한 84.76%, 83.86%, 70.84%
로 농도가 증가할 수록 NO 생성을 억제하는 것을 확인할 수 있
었다. LPS를 처리한 후 RAW 264.7 cell의 생존율이 68.24%로 
감소하였지만, PO와 PA를 처리하였을 때 농도가 증가할수록 
높은 세포생존율을 나타냈으며, 100 μg/mL의 농도에서 각각 
79.52%와 75.14%의 생존율을 확인하였다. 

 UVB로 유도된 산화적 스트레스로부터 세포보호효과 
및 ROS 소거 활성

UVB는 체내에서 ROS와 NO를 생성시켜 산화적 스트레스
에 의한 apoptosis를 야기 시키거나 피부 탄력 저하와 염증성 피
부반응을 유발한다고 보고되었다(Soter, 1990). 또한 섬유아세
포에서 UV에 의해 발생한 ROS가 matrix metalloproteinases 
(MMPs)의 발현을 유발시키기도 한다(Deliconstantinos et al., 
1996; Schatrffetter-Kochanek, 1996). 따라서 UVB 조사에 의
한 PO와 PA의 세포 내 ROS 생성 억제 활성과 콜라겐 합성능
의 변화, 그리고 MMP-1의 발현 억제 활성을 측정하였다(Fig. 
4). HaCaT cell에 30 mJ/cm2의 UVB를 처리하였을 때 ROS가 
발생하는 것을 확인할 수 있었고, PO와 PA를 농도별로 처리함
에 따라 농도의존적으로 ROS 생성량이 감소하는 결과를 보였
다(Fig. 4A). PO와 PA 모두 100 μg/mL의 농도에서 69.57%
와 70.54%의 값으로 우수한 ROS소거활성을 확인하였다. 반면 
UVB 조사로 인한 세포의 생존율을 측정한 결과 UVB만 단독 
조사하였을 때 생존율이 50.12%까지 감소하였고, PO와 PA를 

처리하였을 때 농도가 증가할수록 미미하게 세포생존율이 증
가하였으나 유의적인 결과는 나타나지 않았다(Fig. 4B). HDF 
cell에는 50 mJ/cm2의 UVB를 조사하였고, PO와 PA를 처리하
였을 때 모든 농도에서 유의적으로 ROS 생성이 감소하는 것
을 확인할 수 있었으며, 100 μg/mL의 농도에서 각각 38.89% 
34.4%의 ROS 생성을 감소시킨 것을 확인할 수 있었다(Fig. 
4C). PO와 PA의 처리농도에서 세포 보호 효과를 나타내었으
며, 특히 100 μg/mL의 PO를 처리하였을 때 유의적으로 생존
율이 증가하여 100%의 생존율을 나타내었다(Fig. 4D). 따라
서 PO와 PA는 UVB로 유도된 ROS를 억제시켜 세포 보호효
과를 나타내는 것으로 사료된다. Procollagen 합성능 측정 결

Fig. 3. Inhibitory effect of PO and PA on NO production in LPS-
induced RAW 264.7 macrophages. Cells were treated with PO and 
PA at 25, 50, and 100 μg/mL for 1 h and then LPS (1 µg/mL) was 
added for 24 h. (A) NO production was measured by griess reac-
tion and (B) the cell viability was measured by MTT assay. The ex-
periments were conducted triplicate, and the data were expressed 
as the mean±SE. ##P<0.01 compare with control group; *P<0.05, 
**P<0.01 compare with LPS group.
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Fig. 4. Protective effects of PO and PA against UVB-induced cell damage. HaCaT cells treated with PO and PA at 25, 50, and 100 μg/mL 
for 12 h, followed by exposure to 30 mJ/cm2 of UVB. (A) Intracellular ROS scavenging effect was measured by DCF-DA assay and (B) 
cell viability was measured by MTT assay. HDF cells treated with PO and PA at 25, 50, and 100 μg/mL for 12 h, followed by exposure to 
50 mJ/cm2 of UVB. (C) Intracellular ROS scavenging effect was measured by DCF-DA assay and (D) cell viability was measured by MTT 
assay. (E) Collagen synthesis level was reflected by the amounts of PIP (Procollagen Type I C-peptide), and the content of PIP and (F) MMPs 
were measured by the commercially ELISA kits, based on the manufacturer’s instructions. The experiments were conducted triplicate, and 
the data were expressed as the mean±SE. ##P<0.01 compare with control group; *P<0.05, **P<0.01 compare with UVB-exposed group.
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과 UVB로 인해 감소된 합성능을 PO와 PA를 농도별로 처리
하였을 때 농도가 증가할수록 합성능이 향상되는 것을 확인할 
수 있었으며, 100 μg/mL의 농도에서 각각 76.70%와 71.71%
의 Procollagen 함량을 나타내어 UVB를 조사하였을 때 보다 
18.82%와 13.83% 증가시킴으로써 procollagen 합성능이 우수
함을 확인할 수 있었다(Fig. 4E). Collagen 합성을 저해하는 인
자로 알려진 MMP-1의 발현을 확인한 결과 UVB를 조사하였
을 때 현저하게 증가하는 것을 확인할 수 있었으며, PO와 PA

를 농도별로 처리하였을 때 MMP-1 발현이 감소하는 것을 확
인할 수 있었다(Fig. 4F). 특히 50, 100 μg/mL의 농도에서 PO
는 177.08%와 165.74%, PA는 183.61%와 171.55%로 농도의
존적으로 MMP-1의 발현을 감소시키는 것을 확인할 수 있었
다. 미세조류(Ha et al., 2019), 굴 효소가수분해물(Kim et al., 
2015), 톳 효소추출물(Wang et al., 2018) 등의 다양한 해양생
물에서 ROS 소거활성, procollagen 합성능 증가, MMP-1 발현 
감소등의 확인을 통해 주름억제 효능에 대해서 연구되어지고 
있다. 따라서 PO와 PA 모두 피부세포에서 UVB에 대한 ROS 
소거활성, procollagen 합성능 증가, MMP-1 발현 감소의 활성
이 확인되어 피부 주름 생성 억제에 도움을 줄 수 있을 것으로 
판단된다.

어피 가수분해물들의 미백 활성 평가

Melanin은 사람의 피부, 눈동자, 머리카락 등의 색을 결정하
는 주요 인자로 표피층에 존재하는 melanocyte에서 합성된다
(Sim et al., 2016). 따라서 melanin 합성을 저해하는 것은 미
백활성을 증명하는 데에 주요한 요인이다. B16F10 cell에 
α-MSH를 처리하여 melanin 생성을 유도하였으며, PO와 PA
를 처리하였을 때 melanin 생합성에 영향을 미치는지를 확인하
였다(Fig. 5). α-MSH를 단독으로 처리하였을 때 세포 외 mela-
nin이 증가한 것을 확인할 수 있었으며, PO와 PA의 고농도인 
100 μg/mL에서 111.76%와 112.99%로 melanin 유의적으로 
감소시켰다(Fig. 5A). 세포 내 melanin 함량은 현저한 차이를 
보였으며, α-MSH를 처리하였을 때 melanin 함량이 약 2배 정
도 증가하였으며, PO와 PA를 처리하였을 때 농도가 증가할수
록 melanin 함량이 감소하였으며, 특히 고농도인 100 μg/mL은 
각각 142.78%와 142.76%로 양성대조군 100 μM의 arbutin 과 
유사한 효능을 확인할 수 있어 PO와 PA가 미백 활성에 도움을 
주는 것으로 판단된다. 본 연구에서는 연육 생산공정 중 발생하
는 광어와 명태의 어피 부산물을 단백질 분해 효소를 이용하여 
가수분해하였고, 그 중 pepsin 가수분해물의 항산화 활성, 항염
증 활성을 나타나며, tyrosinase, elastase, collagenase 저해효과
가 있음을 확인하였다. 또한 UVB로부터 산화적 세포손상 및 
주름생성을 저해 수 있고, melanin 생성을 저해시켜 화장품 소
재로서 잠재력을 확인하였다.
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