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1)

요 약: 본 연구에서는 감(Diospyros kaki)의 1,3-butylene glycol 추출물(DBG)과 에탄올 추출물(DET)를 이용하

여 항산화, 항노화 및 미백 기능을 규명하였다. 항산화능은 DPPH와 superoxide dismutase (SOD) assay를 

통해 규명하였으며, 그 결과 DBG와 DET 모두 현저한 DPPH 소거능 및 SOD-유사능을 보여주었다. 또한 elastase

와 hyaluronidase 억제능 그리고 matrix metalloproteinase (MMP-1) 발현을 통해 항노화 기능을 규명하였다. 

DBG와 DET 모두 농도의존적으로 elastase와 hyaluronidase를 억제하였으며, MMP-1 발현 역시 저해하였다. 

마지막으로 미백 기능을 규명하기 위하여 tyronisinase 억제 및 melanin 생성 저해능을 알아보았는데, DBG 

추출물만이 tyrosinase를 저해할 수 있었다. 요약하면, 감 추출물은 강한 항산화, 항노화, 미백 기능을 갖고 

있으며, 추후 화장품 소재로 활용이 가능할 것으로 사료된다. 

Abstract: In this study, we prepared two extracts using 1,3-butylene glycol (DBG) and ethanol (DET), with Diospyros 

kaki and determined the anti-oxidant, anti-aging, and whitening effects in vitro. Anti-oxidant activity was measured by 

DPPH and superoxide dismutase (SOD) method, and as a result, both DBG and DET extracts confirmed their anti-oxidant 

properties by exhibiting significant DPPH scavenging and SOD-like activities. For anti-aging activity, we measured elastase 

and hyaluronidase inhibition, and the inhibition of MMP-1 expression. Both DBG and DET significantly inhibited elastase 

and hyaluronidase activities dose-dependently, and MMP-1 expression was also reduced in both extracts. We also measured 

the whitening effects with tyrosinase activity and melanin production, but only DBG showed a decrease in tyrosinase. 

In summary, D. kaki extract has strong antioxidant, anti-aging, and whitening functions, and it is believed that it can 

be used as a cosmetic material in the future. 
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1. 서  론 

감(Diospyros kaki)은 매화과(Ebenaceae)에 속하며, 한국, 

중국, 일본 등 동아시아를 비롯하여 전 세계에 분포한다

[1]. 열매는 생으로 먹거나 말려서 먹으며, 잎은 오래 전부

터 허혈성 뇌졸중, 협심증, 고혈압, 동맥경화 등의 치료제

로 사용되어 왔다[2]. 또한 감은 폴리페놀을 포함하여 페놀 

함량이 매우 높은 것으로 알려져 있으며, 강력한 항산화제

로 알려져 있는 비타민 C, 카르테노이드도 다량 함유되어 

있다. 항산화제는 산화적 스트레스를 일으키는 자유 라디

칼로부터 생체 분자를 보호하는데 중요한 역할을 한다. 이

러한 항산화 효능 때문에 감의 활성 성분들은 산화적 스트

레스-관련 만성 질환 등에도 효과가 좋은 것으로 알려져 

있다[3].

산화적 스트레스는 세포를 손상시키고 당뇨병, 심혈관 

질환, 암 및 간 손상 같은 질병을 유발할 수 있는 활성 산

소종(reactive oxygen species, ROS)에 의해 생긴다[4]. 이때 

항산화제는 기존의 산화제를 안정적인 분자로 전환시켜 

자유 라디칼 반응을 제거하는데 중요한 역할을 한다[5]. 세

포 내 항산화 수준을 높이기 위해 다양한 방법들이 제안되

어왔다. 항산화 능력이 있는 비타민이나 효소들, 예를 들

어 superoxide dismutase (SOD), 글루타치온 퍼옥시다아제 

등은 과다한 ROS 생산을 막을 수 있다[6]. 식품을 통한 보

충 역시 비효소적 항산화제 생성을 촉진시킬 수 있다. 파

이토케미컬(phytochemical)은 항산화 활성을 나타낼 수 있

는데, 예를 들어 베리류에는 플라보노이드, 안토시아닌, 페

놀산 같은 많은 파이토케미탈이 함유되어 있는 것으로 보

고되어 있으며, 이러한 식이 보충은 자유 라디칼에 대응하

기 위한 추가적인 방어 수단으로 사용되어질 수 있다.

노화는 유기체의 항산성 균형이 무너지면서 나타나는 

현상이다[7]. 피부에 있어서 가장 흔한 문제 중 하나는 피

부 노화이다. 피부의 표피층과 진피층에서 세포외 기질

(extracellular matrix, ECM)의 분해가 일어나, 피부 표면에 

여러 가지 징후가 나타나고 피부의 물리적 특성 역시 변한

다[8]. 피부 노화는 내인성(시간의 흐름에 따른 노화)과 외

인성(광노화) 원인들이 복합적으로 발생하여 일어나는 생

물학적인 과정이다[9]. 내인성 노화는 유전적 요인, 세포 

대사 및 호르몬 불균형 요인 등으로 인해 발생한다. 외인

성 노화는 자외선(ultraviolet radiation, UVR), 오염, 이온화, 

방사선, 화학물질 및 독성물질에 대한 만성 노출 등으로 

발생한다[10]. 특히 UVR에 대한 노출은 피부의 산화적 스

트레스의 주요 원인이며, 주름, 병변, 암과 같은 피부 질환 

발병의 중요한 위험 요소이기도 하다[11,12].

Matrix metalloproteinase (MMPs) 생산은 mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) 경로를 통해 ROS에 의해서 간접적

으로 유도될 수 있다[13]. 그 중 MMP-1은 피부에서 콜라

겐 type I, II 그리고 III의 분해를 시작하는 단백질이다. 진피 

섬유아세포에서 UV의 의해 유도된 MMP는 콜라겐 및 기타 

ECM 단백질을 분해시킨다[14]. 콜라게나아제(collagenase)는 

콜라겐 분해를 포함하여 ECM을 재구성하는 일을 담당한

다. 세린 단백질분해효소(serine proteinase)인 엘라스타제

(elastase)는 ECM에서 엘라스틴(elastin)을 분해하는 효소이

다. 콜라겐과 엘라스틴은 주로 피부의 탄탄한 구조와 탄력

성을 유지하는 역할을 하기 때문에, 이들이 줄어들면 원치 

않은 주름이나 노화된 피부를 가져올 수 있다[15].

멜라닌은 피부와 모발의 색을 조절하는 주요 색소이며 동

식물에 널리 분포하는 고분자 화합물이다. 멜라닌은 자외선

으로부터 피부를 보호하지만, 과도하게 생성되면 색소가 피

부에 축적되어 기미, 주근깨를 형성하고, 이러한 병변은 피

부암을 유발할 수 있다. 그러므로 과도한 피부 색소 침착을 

방지하기 위해서는 멜라닌 생성을 억제하는 것이 필요하다

[16]. 표피의 기저층에 위치하며 티로시나아제(tyrosinase)에 

의해 조절되는 멜라닌 세포(melanocyte)는 멜라노제네시스

(melanogenesis)에 의해 멜라닌을 생성하며 tyrosinase-related 

protein-1 (TRP-1) 및 dopachrome tautomerase (DCT) 같은 효소

를 함유한다[17]. 티로시나아제는 3,4-dihydroxyphenylalanine 

(DOPA)에서 3,4-DOPA quinone 형성을 촉진하며 자동 산

화 및 효소 반응에 의해 DOPA quinone에서 멜라닌 형성을 

촉진한다[18]. 티로시나아제 활성은 피부 미백 연구에서 

매우 중요한 위치를 차지한다[19]. 코직산, 알부틴, 비타민 

C 등 다양한 화학물질과 식물추출물이 미백 화장품에 사

용된다. 그러나 착색, 냄새, 세포독성 등의 부작용으로 사

용에 제한이 있다[20]. 따라서 최근에는 피부에 안전한 천

연물로부터 피부 미백제를 개발하는 것에 대한 연구가 많

아지고 있다[21].

본 연구에서는 감 추출물을 활용하여 1,1-diphenyl-2- 

picrylhydrazyl (DPPH) 자유 라디칼에 대한 소거 활성 및 

pyrogallol을 이용한 SOD 유사 활성 측정을 통한 항산화 

효능, elastase, MMP-1, hyaluronidase 활성 측정을 통한 항

노화 효능, tyrosinase, melanin 활성 측정을 통한 미백 효능

을 평가함으로써 화장품으로의 개발 가능성을 확인하고자 

하였다. 
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2. 재료 및 방법

2.1. 실험 재료

본 실험에서 사용한 시료인 감(D. kaki)은 청도군(Korea)

에서 재배된 청도반시를 구입하였다. 감을 수세 후 70% 

에탄올로 소독하고 건조한 다음 1,3-butylene glycol 추출과 

에탄올 추출을 하였다. 감 1,3-butylene glycol 추출물(DBG, 

수율 10.6%)은 시료 100 g에 400 g의 1,3-butylene glycol과 

증류수 600 g에, 감 에탄올 추출물(DET, 수율 8.3%)은 시

료 100 g에 70% 에탄올 1,000 g을 각각 넣고 7일간 상온

(20 ~ 24 ℃)에서 침지하였다. 이후 두 추출물을 400 mesh 

filter를 이용하여 1차 filter하고 0.45 µm을 이용하여 2 차 

filter 후 각각 사용하였다. 얻어진 여액은 감압 농축하여 

동결건조 후 냉장 보관하면서 실험의 시료로 사용하였다.

2.2. 세포 배양

쥐 유래 melanocyte인 B16F10 세포는 한국세포주은행

(Korea)에서 분양 받아 사용하였으며, 사람 피부 아세포인 

HDF-n 세포는 Modern Tissue Technology (MTT, Korea)에서 

분양받아 사용하였다. 세포들은 10% fetal bovine serum 

(FBS, GibcoBRL, USA), 1% penicillin/streptomycin (GibcoBRL, 

USA)이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, 

GibcoBRL, USA) 배지로 배양하고 Sanyo CO2 incubator 

(Japan, 5% CO2, 37 ℃)에서 배양하였다.

2.3. 세포독성 측정

시료에 대한 각 세포의 독성은 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol- 

2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay를 사용하여 실

험하였다. 96 well flat-bottomed culture plate (Nunc, Life 

Technologies, UK)에 세포를 1 × 104 cells/well씩 접종하고 

시료를 200 µL씩 가한 후, 48 h 배양하였다. 이 후, PBS에 

녹인 MTT solution(3 mg/mL)을 50 µL씩 첨가하고 CO2 

incubator에 넣어 4 h 동안 반응시켰다. 4 h 후, 상등액을 

제거하고 dimethylsulfoxide (DMSO) 150 µL씩 첨가하고 

595 nm (Sunrise, Tecan, Switzerland)에서 흡광도를 측정하

였다. 

2.4. DPPH 자유 라디칼 소거 활성

자유 라디칼 소거 활성은 Ikeda[22] 등의 방법에 준하여 

측정하였다. 각 시료를 일정 농도가 되도록 메탄올에 넣어 

200 µL로 맞추고, 메탄올에 녹인 0.1 mM 2,2-diphenyl- 

1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazin-1-yl (DPPH) solution (Sigma, 

USA)을 200 µL씩 가한 후, 교반하고 실온에서 30 min 동

안 방치한 다음 519 nm (Sunrise, Tecan, Switzerland)에서 

흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 α-토코페롤을 사용하

였으며, 소거활성능은 대조군과 비교하여 감소율로 나타내

었다.

2.5. 자외선 (UVA) 조사

HDF-n 세포를 산화적으로 손상시키기 위해 100 mm 

culture dish에 1 × 106 cells/mL로 분주한 다음 24 h 동안 

배양하였다. 자외선 조사 직전에 PBS로 1회 세척하고, 

PBS를 세포가 살짝 잠길 정도로 넣어 준 상태에서 plate 

뚜껑을 열고 자외선을 조사하였다. 자외선 조사 즉시 다시 

PBS로 1 회 세척한 후, 5% FBS를 첨가한 DMEM과 농도 

별 대추 추출물을 넣고 CO2 incubator에 넣어 배양하였다. 

자외선 조사 이후, 세포를 수거하여 파쇄완충용액(20 mM 

HEPES, pH 7.0/1 mM EDTA, 2mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride) 300 µL를 넣고, 초음파기로 파쇄 후 4 ℃, 12,000 

× g에서 15 min 동안 원심분리하여 상등액을 수거하고 단

백질을 정량한 후, 항산화 활성 실험에 사용하였다.

2.6. Superoxide Dismutase (SOD) 유사 활성도 측정

SOD 유사 활성은 pyrogallol의 자기산화(auto-oxidation)를 

저해하는 정도로 확인 하였다. 1 mM EDTA를 함유한 50 

mM Tris-HCl 완충액(pH 8.2) 970 µL에 0.2 mM pyrogallol 

solution을 10 µL와 세포 추출물(단백질 농도 5 mg/mL) 20 

µL를 가하여 15 ℃에서 10 min 반응시키고, 1 M HCl 용액

을 가하여 반응을 종료시킨 후, 440 nm (Sunrise, Tecan, 

Switzerland)에서 흡광도를 측정하여 활성도를 산정하였다.

2.7. Tyrosinase 저해 활성 및 Melanin 생성량 측정

B16F10 세포를 2 × 105 cells/well로 6 well plate에 접종

한 후, 24 h 동안 배양하였다. 배지를 제거하고, 멜라닌 생

합성 유도물질인 α-melanocyte stimulating hormone (α

-MSH) 50 nM와 농도 별 시료를 넣은 배지를 동시에 넣고, 

48 h 동안 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 phosphate 

buffered saline (PBS)로 2회 세척한 후, 1%(w/v) triton X-100 

함유한 100 mM sodium phosphate (pH 6.8) 100 µL를 넣고 

–80 ℃에서 30 min 동안 방치하면서 세포 용해과정을 거친

다. 이후, 12,000 rpm으로 30 min 동안 원심분리하고 상등

액을 수거하였다. Tyrosinase 저해 활성을 측정하기 위해서, 
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단백질 정량을 통해 100 µg에 해당하는 상등액에 100 mM 

sodium phosphate (pH 6.8)에 녹인 2 mg/mL L-DOPA (Sigma 

Chemical Co., USA) 80 µL를 넣고 37 ℃에서 반응시킨 후, 

490 nm에서 tyrosinase에 의해 DOPA로부터 형성되는 

DOPA chrome의 양을 측정하여 상대적 tyrosinase 활성으로 

나타냈다. Melanin 생성량을 측정하기 위해서, 10% DMSO

를 함유하는 1 N NaOH를 적정량 넣고 65 ℃에서 1 h 동

안 방치하면서 melanin을 녹여주었다. 405 nm (Sunrise, 

Tecan, Switzerland)에서 용해된 melanin의 흡광도를 측정해 

상대적 melanin 생성량으로 나타냈다.

2.8. Elastase 저해 활성 측정

기질로서 N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide를 사용하여 37 

℃에서 20 min 간 기질로부터 생성되는 p-nitroanilide의 생

성량을 410 nm에서 측정하였다. 각 시험용액을 일정 농도

가 되도록 조제하여 0.5 mL씩 시험관에 취하고, 50 mM 

tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 porcine pancreas elastase (2.5 

U/mL) 용액 0.5 mL를 가한 후 기질로 50 mM tris-HCl 

buffer (pH 8.6)에 녹인 N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide(0.5 

mg/mL)을 첨가하여 20 min 간 반응시켜 측정하였다. 

Elastase 저해활성은 시료 용액의 첨가군과 무첨가군의 흡

광도 감소율로 나타냈다. 

2.9. MMP-1 저해 활성 측정

HDF-n 세포를 100 mm culture dish (Corning Life 

Sciences, USA)에 1 × 106 cells/mL로 분주한 다음 24 h 동

안 배양하였다. 자외선 조사 직전에 PBS로 1회 세척하여 

배지 내 serum을 제거한 후, PBS를 세포가 살짝 잠길 정도

로 넣어준 다음 plate 뚜껑을 열고 6.3 J/cm2의 자외선

(UVA)을 UVB cross-linker (CL-508M, Vilber Lourmat, 

France)를 이용하여 조사하였다. UVA 조사 후 시료를 농

도별로 처리하여 24 h 동안 배양하였다. 배양한 배지를 

200 µL씩 96 well plate에 분주하여 4 ℃에서 overnight하여 

coating 하였다. PBS-T로 세척한 후 3% bovine serum 

albumin (BSA)/PBS로 37 ℃에서 2 h 동안 blocking 하였다. 

PBS-T로 세척한 후, mouse monoclonal anti-MMP-1 (Sigma 

Chemicals Co., USA)을 1 : 3,000으로 blocking solution (3% 

BSA)에 희석하여 100 µL씩 분주하고 37 ℃에서 2 h 동안 

반응시켰다. PBS-T로 세척한 후, anti-mouse IgG alkaline 

phosphatase conjugate (Sigma Chemicals Co.)를 1 : 3,000으

로 blocking solution에 희석하여 100 µL씩 분주하고 37 ℃

에서 2 h 동안 반응시켰다. PBS-T로 세척한 후, MTT 

solution 100 µL를 첨가하여 발색시켰다. 15 min 후, 1 N 

HCl을 50 µL 첨가하여 반응을 중지시키고, microplate reader

를 사용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다(Sunrise, 

Tecan).

2.10. Hyaluronidase 저해 활성

20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0, 0.77 mM sodium 

chloride, 0.1% bovine serum albumin)에 들어있는 hyaluronidase 

solution (8 unit/mL)를 50 µL의 시료와 혼합한 후 37 ℃에

서 1 h 방치하였다. 이후 300 mM sodium phosphate (pH 

5.35)안에 들어있는 100 µL hyaluronic acid solution을 가한 

후 다시 37 ℃에서 45 min 간 방치하였다. 반응이 끝난 혼

합물 125 µL를 취해 acid albumin solution (24 mM sodium 

acetate, 79 mM acetic acid, 0.1% (w/v) BSA, pH 3.75) 625 

µL에 더하여 실온에서 10 min 간 반응시켰다. 600 nm에서 

흡광도를 측정하고(Sunrise, Tecan, Switzerland), 저해활성능

은 대조군과 비교하여 감소율로 나타내었다.

2.11. 통계분석

각 군간의 통계처리는 GraphPad PRISM Ver. 7.04  

(GraphPad Software, USA)를 사용하였으며, 유의차 검증은 

student’s t-test에 따라 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. DPPH 자유 라디칼 소거 활성

전자공여능 측정에 사용된 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl은 

자체가 매우 안정한 자유 라디칼로서 517 nm에서 특징적

인 광흡수를 나타내는 보라색 화합물이다. 자유라디칼은 

인체 내에서 지질 또는 단백질 등과 결합하여 노화를 일으

키기 쉬운데, 페놀성 화합물의 경우 자유라디칼을 환원시

키거나 상쇄시키는 능력이 강해 인체 내에서 자유 라디칼

에 의한 노화를 억제하는 척도로 이용할 수 있다[23,24]. 

DPPH는 알코올 등의 유기용매에 안정하며 항산화 기작 

중 proton-radical scavenger에 의하여 탈색되기 때문에 항산

화 활성을 육안으로 쉽게 관찰할 수 있는 장점이 있어 다

양한 천연소재로 항산화 물질을 검색하는데 많이 이용되

고 있다[25]. 감 추출물을 다양한 농도에서 DPPH 라디칼 

소거능을 측정한 결과, Figure 1과 같이 감 에탄올 추출물

인 DET가 0.3, 0.4, 그리고 0.5 mg/mL에서 각각 13.0, 21.6, 
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그리고 27.7%의 소거능을 보였으며, 0.6 mg/mL 농도에서 

EC50를 나타내어 높은 항산화력을 보였다. 감 1,3-butylene 

glycol 추출물인 DBG는 약 20 mg/mL 농도에서 EC50를 나

타내었다. 감 1,3-butylene glycol 추출물보다 감 에탄올 추

출물이 더 우수한 활성을 나타낸 이유는 에탄올 추출물에

서 항산화 능력이 있는 성분이 많이 용출되었기 때문으로 

보인다. 감 에탄올 추출물의 경우 다양한 유효성분인 폴리

페놀 및 플라보노이드 등이 확인되었다. 감 추출물에 포함

된 폴리페놀 화합물들(ferulic acid, tannic acid, protocathechic 

acid, vanillic acid, epicatechin gallate, catechin gallate)은 활

성산소종에 대한 산화스트레스에 대한 손상을 효과적으로 

방어할 수 있다고 보고하고 있다[26-28]. 또한 감 추출물에

는 다양한 플라보노이드(quercetin, hyperin, isoquercitrin, 

kaempferol, glycoside, catechin) 등이 포함되어 있다고 알려

져 있으며, 이러한 화합물들 또한 항산화 효과를 가진다고 

보고하고 있어, 이러한 성분들이 감 에탄올 추출물의 항산

화 활성에 영향을 준 것으로 생각된다[29-31]. 양성 대조군

으로는 α-tocopherol을 사용하였다(Table 1). 

3.2. UVA를 조사한 HDF-N 세포 내에서의 SOD 유사 

활성에 미치는 영향

SOD 유사활성을 알아보기 위하여 우선 HDF-n에 UVA

를 조사하여 산화적으로 손상시킨 후, 추출물에 대한 항산

화 효소의 활성에 미치는 영향을 확인하였다. 이를 위하여 

먼저 HDF-n 세포의 생존에 대한 UVA의 영 MTT assay에 

의하여 확인하였다. UVA 2 – 8 J/cm2을 조사하고 48 h 배

양하여 세포의 생존율을 확인하였으며, UVA를 조사하지 

Figure 2. (A) Viability of HDF-N cells irradiated by UVA (0 ~ 8 J/cm2), and the viability of (B) UV (8 J/cm2)-irradiated HDF-n cells 

incubated with Diospyros kaki extracts. HDF-n cells and UV (8 J/cm2)-irradiated HDF-n cells were treated with extracts of Diospyros 

kaki for 48 h in the incubator at 37 ℃ (5% CO2), and viability was measured by a MTT assay. DET: ethanol extract, DBG: 

1,3-butylene glycol extract. 

Figure 1.  Free radical scavenging activity of Diospyros kaki

extracts measured by DPPH assay. Extracts of Diospyros kaki

were incubated with DPPH at 25 ℃ for 30 min and the 

absorbance at 519 nm was measured. Each bar represent mean 

± SD (N = 3). (
***

represents significant differences between 

control and sample-treated groups p < 0.001, 
**p < 0.01, 

*p < 

0.05). DET: ethanol extract, DBG: 1,3-butylene glycol extract. 

Concentration (µg/mL) Free radical scavenging activity (%)

0 0

0.1 0.9

1 3.3

5 18.1

10 34.7

20 55.2

Table 1. Free Radical Scavenging Activity of Alpha-Tocopherol 
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않은 세포를 대조군으로 하였다. 그 결과 조사된 UVA는 

세포의 생존에 크게 영향을 미치지 않는 것을 알 수 있었

다(Figure 2A). 본 실험에서는 이 결과를 바탕으로 HDF-n

세포에 크게 영향을 미치지 않는 8 J/cm2의 UVA 세기로 

설정하여 실험하였다. 또한 HDF-n에 UVA를 조사한 후, 

감 추출물의 영향을 MTT assay에 의하여 확인하였다. 

HDF-n 세포 및 UVA가 조사된 HDF-n 세포에 추출물을 처

리하고 48 h 배양하여 세포의 생존율을 확인한 결과, 0.1 

mg/mL 이하의 농도에서는 두 가지 세포의 생존에 큰 영향

을 끼치지 않는 것을 알 수 있었다(Figure 2B). 대표적인 

항산화 효소 중 하나인 SOD는 생체에 매우 유해한 super 

anion radical (•O2-)과 반응하여 hydrogen peroxide (H2O2)를 

생성하는 효소로, 생체 내에서 활성 산소 장애에 대한 방

어 작용을 하는 대표적인 활성산소 저해제이다[32,33]. 또

한 독성이 가장 강한 hydroxyl radical의 생성을 예방하는 

작용을 하여 현재 항염증 소재나 피부 노화 방지를 위한 

미용 소재로 화장품 등의 첨가제로 사용되고 있다[34]. 본 

실험에서는 감 추출물의 용매 별 추출물이 세포 내의 예방

적 항산화제인 SOD의 활성에 미치는 영향을 확인하였다. 

그 결과, UVA에 의하여 세포 내 SOD의 활성이 감소하였

으며, 감 추출물에 의하여 효소 활성이 농도의존적으로 증

가하는 것을 알 수 있었다. 감 1,3-butylene glycol 추출물인 

DBG의 경우 100 µg/mL에서 65.0%로 가장 높은 활성을 보

였으며, 에탄올 추출물인 DET의 경우 100 µg/mL에서 52.6%

의 SOD 유사 활성을 나타내었다(Figure 3). 1,3-butylene 

glycol 및 에탄올 추출물 모두 SOD의 효소 활성이 높게 증

가하였는데, 이는 이 추출물들에서 항산화 능력이 있는 성

분들이 많이 용출된 것이라 생각한다. 두 추출물의 SOD 

유사활성 차이는 추출물의 용매 차이인 것으로 보이며, 각 

추출물에 용출된 항산화물질의 함량 차이인 것으로 추정

되는 바 이에 대한 자세한 연구가 필요하다고 생각된다.

3.3. Tyrosinase 저해 활성

Tyrosine은 멜라닌 세포 내에서의 tyrosinase에 의해 

DOPA 및 DOPA quinone으로 산화된다. 그 후 DOPA quinone

은 DOPA chrome, 5,6-dihydroxyindole, indole-5,6-quinone이 

되고, 이어서 indole-5,6-quinone으로의 중합의 의해 melanin

을 생성하는 것으로 알려져 있다[35]. 피부의 색조를 결정

하는 중요한 인자인 melanin은 표피 기저층의 melanocyte라

고 불리는 색소 세포 내의 melanosome에서 생합성 된다. 멜

라닌을 합성하는데 있어서의 출발물질은 아미노산의 일종

인 tyrosine이다[36]. 이렇게 피부 내에서 멜라닌 중합체 생

합성을 효과적으로 저해할 수 있는 tyrosinase의 저해 활성

을 측정함으로써 미백 효과를 알아볼 수 있다. Tyrosinase에 

대한 추출물들의 직접적인 영향을 알아보기 위하여 추출

물을 다양한 농도로 조제한 후, L-tyrosine을 이용하여 

tyrosinase의 활성 억제율을 알아보았다. 그 결과 감 1,3-butylene 

glycol 추출물인 DBG 및 감 에탄올 추출물인 DET 모두 농도 

의존적으로 tyrosinase를 억제하였다(Figure 4). 

Figure 3. Effect of Diospyros kaki extracts on the SOD activity 

in UV-irradiated HDF-n cells. UV-irradiated HDF-n cells were 

treated with extracts of Diospyros kaki for 48 h. The cells in 

lysis buffer were broken by sonication and centrifuged. Each 

bar represent mean ± SD (N = 3). (***represents significant 

differences between control and sample-treated groups p < 

0.001, **p < 0.01, *p < 0.05). DET: ethanol extract, DBG: 

1,3-butylene glycol extract. 

Figure 4. Inhibition of tyrosinase by Diospyros kaki extracts. The

enzyme-reacted solution was incubated and the absorbance was 

measured at 490 nm. Each bar represent mean ± SD (N = 3). 

(***represents significant differences between control and sample- 

treated groups p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05). DET: ethanol 

extract, DBG: 1,3-butylene glycol extract. 
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3.4. B16B10 melanocyte에 대한 감 추출물의 세포 독성

Melanocyte인 B16F10 세포를 이용하여 세포 내 melanin 

생성량 및 tyrosinase 활성을 측정하기 전에, 감 추출물의 

세포에 대한 영향을 MTT assay에 의하여 확인하였다. 

B16F10 세포에 추출물을 농도 별로 처리하고 48 h 배양하

여 세포의 생존율을 확인하였으며, 시료를 처리하지 않은 

세포를 대조군으로 하였다. 그 결과 0.1 mg/mL 농도의 추

출물을 처리한 결과, DBG의 경우 99.7%의 생존율을, DET

는 102.4%의 생존율을 보이는 것으로 보아 감 추출물이 

이 농도들에서 세포에 거의 영향을 주지 않는 것을 확인할 

수 있었다(Figure 5). 이 결과를 바탕으로 추출물의 농도를 

세포의 생존율에 크게 영향을 미치지 않는 0.1 mg/mL 이

하로 설정하여 실험을 수행하였다.

3.5. 세포 내 Tyrosinase 활성 및 Melanin 생성량 측정

Tyrosinase는 피부 멜라닌 생성에 있어서 매우 중요한 

역할을 하며, melanosome에서 tyrosine을 산화시켜 DOPA를 

만들고 다시 DOPA를 산화시켜 DOPA chrome을 만드는 

DOPA oxidase로 작용하여 멜라닌 polymer를 합성하는데 

있어서 중요한 역할을 한다[35,37]. 그러므로 tyrosinase 활

성 억제제는 피부 내에서 멜라닌 polymer 합성을 효과적으

로 저해할 수 있기 때문에 중간 생성단계에서 tyrosinase에 

의해 생성되는 반응 산물인 DOPA chrome의 저해 정도를 

확인하는 L-DOPA oxidase 방법을 채택하였다. 감 추출물

이 B16F10 melanoma 세포의 tyrosinase 활성도에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 추출물을 농도별로 처리하여 배양

한 후, 세포를 수거하여 tyrosinase 활성을 측정하였다. 그 

결과 Figure 6A와 같이 DBG와 DET는 100 µg/mL에서 현

저한  tyrosinase 저해 활성을 보였다. 사람의 피부색을 결

정하는 가장 중요한 요인인 melanin은 피부의 광노화나 일

광각화증을 억제할 뿐 아니라 기미, 주근깨, 검버섯 등의 

부분적인 hyperpigmentation을 일으키는 역할을 하고 있다. 

Tyrosinase는 tyrosine을 촉매하여 결국 melanin을 생성하는 

것으로 알려져 있다[38]. 감 추출물이 B16F10 melanoma 세

Figure 6. Effect of Diospyros kaki extracts on (A) tyrosinase and activity (B) melanin synthesis in B16F10 melanoma cells. Cells were

seeded at 2 × 10
5
 cells/well and incubated for 24 h. Cells were treated with various concentrations of Diospyros kaki extracts and 

incubated for a further 48 h. Tyrosinase activity was measured at 490 nm and melanin contents were measured at 405 nm. Each bar 

represent mean ± SD (N = 3). (
***

represents significant differences between control and sample- treated groups p < 0.001, 
**p < 0.01,

*p < 0.05). DET: ethanol extract, DBG: 1,3-butylene glycol extract. 

Figure 5. Viability of B16F10 cells treated with Diospyros kaki

extracts. Cells were treated with extracts for 48 h and the 

viability was measured by a MTT assay. DET: ethanol extract, 

DBG: 1,3-butylene glycol extract. 
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포의 신호전달경로를 통하여 간접적으로 tyrosinase 활성에 

관여하는지를 확인하기 위하여 멜라닌 합성에 대한 대하

여 감 추출물이 억제 작용을 나타내는지 알아보았다. 

Tyrosinase 활성 결과와 유사하게 DBG와 DET 모두 melanin 

생성량이 크게 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 특히 100 

µg/mL에서 DBG는 19.90%, DET는 13.59%의 멜라닌 생성 

억제율을 나타내어 멜라닌 생산이 현저하게 감소하였다

(Figure 6B). Tyrosine은 tyrosinase에 의해 L-DOPA로 전환

되어 DOPA quinone이 되고, DOPA quinone은 산화와 효소 

반응에 의해 dopachrome으로 전환되어 최종적으로 melanin 

색소를 형성한다[38]. 그러므로 DBG 및 DET 추출물이 

B16F10 melanocyte 내에서 tyrosinase 활성을 저해함으로써 

melanin 생성을 억제했다고 볼 수 있다.

3.6. Elastase 저해 활성 측정 

감 추출물의 elastase 저해 활성을 조사한 결과 전반적으

로 농도가 증가함에 따라 저해 활성이 증가한 것을 볼 수 

있었다(Figure 7). 특히 DBG 100 mg/mL 및 DEG 100 mg/mL

에서 elastase 저해 활성이 각각 52.9%와 45.8%로 높게 나

타났으며, DBG는 IC50가 89 mg/mL, DET는 IC50가 111 

mg/mL에서 나타났다. Elastase는 진피 내 피부 탄력을 유지

하는 기질 단백질인 elastin의 분해에 관여하며 collagen을 

분해할 수 있는 비 특이적 가수분해 효소이다. 또한 체내

의 elastin을 분해하는 백혈구 과립 효소 중 하나로 이상조

직에서는 활성이 높아져 조직 파괴의 직접적인 원인이 되

며, 피부의 주름 및 탄력성 소실 등을 유발한다[39]. 따라

서 감 추출물처럼 elastase의 활성을 저해할 수 있는 물질

은 피부의 주름을 개선하는 효과가 있다고 말할 수 있다.

3.7. MMP-1 저해 효과 측정

피부의 광노화에 있어 중요한 역할을 담당하고 있는 

MMP-1 발현은 UVA에 의해 세포에서 JNK/p38 활성도가 

증가하고 전사인자인 activator protein-1 (AP-1)의 활성도가 

증가되는 신호전달경로를 통해 MMP-1 발현을 증가시켜 

피부에서 교원질의 결핍을 초래한다고 알려져 있다[40]. 

이러한 UVA에 의해 발현이 증가되는 MMP-1에 감 추출물

이 미치는 영향을 알아보고자 섬유아세포(HDF-n)에 6.3 

J/cm2 UVA를 조사하고 추출물을 첨가하여 24 h 동안 배양

한 후 MMP-1 발현 저해 효과를 ELISA를 통해 알아보았

다. 그 결과 100 µg/mL의 농도에서 DBG는 24.87%의 뛰어

난 MMP-1 발현 저해 효과를 나타내었으며, DET는 10 

µg/mL는 18.78%의 저해 활성을 나타내었다(Figure 8). 

MMP-1은 UV로 인한 피부 손상과 조기 노화의 주요 매개

체 역할을 하므로 MMP-1 억제는 광노화를 예방하는 좋은 

전략이 될 수 있다[41]. MMP-1에 대한 효과를 기반으로 

감 추출물은 강력한 콜라겐 분해 억제제로 작용할 수 있다

고 할 수 있다.

3.8. Hyaluronidase 저해 활성 측정

Hyaluronidase는 mucopolysaccharide를 가수분해하는 효소

로서 hyaluronic acid를 분해하는 작용 이외에 모세혈관 투

과성에 관여하며 급성 부종을 야기하는 기염제로도 알려

Figure 7. Inhibition of elastase activity by Diospyros kaki extracts.

The enzyme-reacted solution was incubated and the absorbance 

was measured at 410 nm. Each bar represent mean ± SD (N = 

3). (***represents significant differences between control and 

sample-treated groups p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05). DET: 

ethanol extract, DBG: 1,3-butylene glycol extract.

Figure 8. Effects of Diospyros kaki extracts on the production of

MMP-1. Cells were irradiated with UVA and the ratio of 

MMP-1 expression was determined. Each bar represent mean ± 

SD (N = 3). (***represents significant differences between control 

and sample-treated groups p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05). 

DET: ethanol extract, DBG: 1,3-butylene glycol extract.
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져 있다[42,43]. 본 연구에서는 감 추출물의 hyaluronidase 

저해 효과를 조사하였고, 그 결과 감 추출물들의 농도가 

증가함에 따라 의존적으로 hyaluronidase 활성이 저해되었

다. DET의 IC50는 8.8 mg/mL, DBG의 IC50는 15 mg/mL으로 

측정되었다. DET는 100 mg/mL에서 77.18%의 hyaluronidase 

저해 활성을 보였으며 DBG의 경우 100 mg/mL에서 83.98%

의 hyaluronidase 저해 활성을 보였다(Figure 9). 따라서 이

렇게 hyaluronidase의 활성을 저해할 수 있는 감 추출물은 

보습 및 항알러지 작용을 가지는 것으로 생각되며, 항염증 

및 피부 보습 기능을 갖는 기능성 화장품 재료의 원료로도 

사용되어질 수 있을 것이라 사료된다. 

4. 결  론

감 추출물을 다양한 농도에서 DPPH 라디칼 소거능을 

측정한 결과 감 에탄올 추출물인 DET와 감 1,3-butylene 

glycol 추출물인 DBG 모두 높은 항산화력을 보였으며, 

SOD 유사 활성을 측정한 결과 역시 두 추출물의 농도가 

증가할수록 활성도 증가하였다. 미백 효과를 알아보기 위

하여 B16F10 melanocyte에 감 추출물을 처리했을 때, 두 

추출물 모두 tyrosinase 억제 활성 및 melanin 생성 감소를 

나타내었다. 마지막으로 감 추출물의 항노화 효과는 elastase 

저해 및 hyaluronidase 저해 활성을 통해 알아보았다. 그 결

과 DET와 DBG 모두 우수한 elastase 및 hyaluronidase 저해 

효과를 나타내었다. 
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