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요 약: 송라(Usnea diffracta Vain.)는 송라속(Usnea)에 속하는 지의류 중 하나이며, 이전 연구에서 항산화, 

항균, 항염, 항종양 및 심혈관 보호 등의 약리학적 활성이 보고되어 있으나 피부 및 모발에서의 효능은 잘 알려져 

있지 않다. 따라서 본 연구에서는 세포 수준에서 송라 추출물(UDE)의 항노화 및 모유두세포 증식에 대한 효과를 

검증하였다. 실험 결과, 송라 추출물은 인간 섬유아세포에서 UVA에 의해 증가된 MMP-1의 발현 및 상위기전인 

MAPKs (ERK, p38, JNK)와 AP-1 (c-Fos, c-Jun)의 활성을 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다. 또한, 

송라 추출물은 인간 모유두세포의 증식을 유의하게 증가시켰으며, 모발 성장인자인 VEGF 및 KGF의 mRNA 

발현을 유의하게 증가시켰다. 이로 인하여, 모발 증식 및 성장인자의 발현에 관여하는 ERK/CREB의 인산화를 

농도 의존적으로 증가시켰다. 송라 추출물의 주성분 확인을 위해 송라 추출물을 농축 후 Prep-LC를 이용하여 

main peak로 나타난 분획을 분리 정제하였고, NMR 및 Mess 분석을 통해 diffractaic acid로 동정하였다. 

Diffractaic acid는 인간 섬유아세포에서 UVA에 의해 증가된 MMP-1의 발현을 유의적으로 감소시켰으며, 인간 

모유두세포의 증식을 농도 의존적으로 증가시켰다. 이를 통해 송라 추출물은 항노화 및 모유두세포 활성 증가 

효능을 갖는 화장품 천연소재로서의 활용 가능성을 입증하였다. 

Abstract: Songla (Usnea diffracta Vain.) is one of the lichens belonging to the genus Usnea, and pharmacological activities 

such as antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, anti-tumor and cardiovascular protection have been reported in previous 

studies, but its efficacy in skin and hair is not well known. In this study, the effect of Usnea diffracta extract (UDE) 

on anti-aging and dermal papilla cell proliferation was verified in vitro. As a result of the experiment, it was confirmed 

that the UDE significantly reduced the expression of MMP-1 and the activity of MAPKs (ERK, p38, JNK) and AP-1 

(c-Fos, c-Jun), which were increased by UVA in HDFn. In addition, the UDE significantly increased the proliferation 

of HFDPC and significantly increased the mRNA expression of VEGF and KGF, which are hair growth factors. Accordingly, 

the phosphorylation of ERK/CREB involved in hair proliferation and expression of growth factors was increased in a 

concentration-dependent manner. The main component represented by the main peak was separated and purified using 
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Prep LC by concentrating the UDE, which was confirmed as diffractaic acid through NMR and Mess analysis. Isolated 

diffractaic acid significantly reduced the expression of MMP-1 increased by UVA in HDFn and increased the proliferation 

of HFDPC in a concentration-dependent manner. The result suggest that UDE proved its usability as a natural cosmetic 

material with anti-aging and dermal papilla cell activation effects. 

Keywords: usena diffracta Vain., MMP-1, MAPKs, hair growth, growth factor

1. 서  론 

현재 우리나라는 의학 기술의 발달, 소득 증대 및 생활 

수준이 향상함에 따라 인간의 평균 기대수명이 높아지면

서 노령 인구가 증가하고 있다. 고령화 사회에 진입하면서 

젊음을 유지하고자 하는 외모적인 욕구도 높아지고 있으

며, 이에 따라, 노화에 대한 다양한 신체적 변화 중에서 주

름과 탈모에 대한 연구들이 증가하고 있다.

피부의 노화는 자연스러운 과정이며, 자외선과 같은 외

부 자극으로 인한 광노화는 최외각에 있는 피부에 만성적

인 손상이 누적되어 발생한다[1]. 자외선에 피부가 지속적

으로 노출되면 화상, 피부색소 침착, DNA 및 단백질 변성, 

활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 생성 등의 생리학

적 영향을 유발한다. 특히, 활성산소종은 인간 섬유아세포

(human dermal fibroblasts, neonatal, HDFn)에서 피부 결합조

직인 콜라겐, 엘라스틴 등과 같은 세포외기질 단백질의 합

성을 줄이고, 구조를 변형시켜 피부 탄력을 감소시키는 효

소인 금속 단백질 분해 효소(matrix metalloproteinases, 

MMPs)의 발현을 증가시킨다[2,3]. 이전의 연구들에 따르면 

미토겐 활성화 단백질 인산화효소(mitogen-activated protein 

kinase, MAPKs)는 세포 표면의 수용체에서 활성 단백질

(activator protein-1, AP-1) 등의 인산화를 유도하고 유전자

의 전사 및 조절에 영향을 주어 세포 증식, 분화, 형질전

환, 세포사멸을 조절하는 것으로 알려져 있으며, MMPs 활

성에도 영향을 주는 것으로 보고되었다[4-6]. 

모발은 모낭에서 형성되며 성장기(anagen), 퇴화기

(catagen), 휴지기(telogen)라는 세 단계의 모발 성장주기를 

거치면서 성장과 자연 탈모를 반복한다[7,8]. 탈모는 퇴화

기와 휴지기가 증가하고, 성장기가 감소하는 모발 성장주

기의 불균형, 스트레스 및 유전적 요인 등 다양한 이유로 

발생한다[9]. 모낭을 구성하는 다양한 세포 중 인간 모유두

세포(human follicles dermal papilla cells, HFDPC)는 성장인

자와 사이토카인의 분비를 통해 모발 성장주기를 조절하

는 중요한 역할을 한다[10]. 여러 모발 성장인자 중 

vascular endothelial growth factor (VEGF)는 모낭 주위에 새

로운 혈관 형성을 촉진시켜 탈모를 개선한다고 알려져 있

으며, keratinocyte growth factor (KGF)는 모낭의 성장 발달 

및 분화에 중요한 역할을 한다[11,12]. 이러한 모발 성장인

자들은 세포 증식, 분화 및 세포사멸과 관련이 있는 세포

외 신호 조절 키나아제(extracellular signal-regulated kinase, 

ERK)/cAMP 반응요소 결합 단백질(cAMP response element- 

binding protein, CREB) 신호전달 경로에 의해 조절되는 것

으로 보고되어 있다[13]. ERK의 활성화에 의해 인산화된 

CREB는 핵으로 이동하여 다양한 성장인자들의 유전자 발현

을 자극시키는 전사인자 역할을 한다[14]. 따라서, ERK/CREB 

신호전달 경로를 통해 모발 성장인자의 생성을 자극하는 

것은 모발 주기 및 성장 활성을 유도하는 효과적인 방법이 

될 수 있다. 

송라(Usnea diffracta Vain)는 송라속(Usena)에 속하는 지

의류로 고산 지대에서 자라며, 한국, 일본, 중국 등에 분포

하는 것으로 알려져 있다[15]. 송라는 예로부터 설사, 복통, 

결핵, 폐렴, 기생충 질환 치료를 위한 민간약으로 널리 사

용되었다[16]. 이전 연구에서는 항산화, 항균, 항염, 항종양, 

항바이러스 및 심혈관 보호 효과와 같은 다양한 약리학적 

활성에 대해 보고되어 있으나 피부 및 모발에서의 효능은 

잘 알려져 있지 않다[17-20]. 따라서 본 연구에서는 송라 

추출물이 UVA를 조사한 섬유아세포 및 모유두세포의 활

성화에 미치는 영향을 분석하여 화장품 소재로서의 활용 

가능성을 평가하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 기기 및 시약

본 실험에서 사용된 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide (MTT)는 Thermo Fisher Scientific 

(USA)에서 구입하였으며, dimethyl sulfoxide (DMSO), adenosine, 

agarose, tween 20 및 β-actin (#A5316) 항체는 Sigma-Aldrich 

(USA) 제품을 사용하였다. Skim milk는 Becton Dickinson 
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and Company (USA)에서 구입하였으며 anti-mouse IgG 항

체는 Invitrogen (USA) 제품을 사용하였다. 96 well plate, 6 

well plate 및 24 well plate는 SPL (Korea) 제품을 사용하였

다. ERK1/2 (#9102S), phospho-ERK1/2 (#9101S), p38 

(#9212S), phospho-p38 (#9211S), JNK (#9252S), phospho- 

JNK (#9251S), CREB (#9197S), phoapho-CREB (#9198S), 

c-Jun (#9165S), phospho-c-Jun (#9261S), c-Fos (#4384S) 및 

anti-rabbit IgG (#7074S) 항체는 Cell Signaling Technology 

(USA)에서 구입하였고, MMP-1 (#SC-58377) 항체는 Santa 

Cruz Biotechnology Inc. (USA)에서 구입하였다. 흡광도 측

정을 위해 ELISA plate reader (SpectraMax i3x, Molecular 

Devices, UK)를 이용하였다. 

2.2. 시료 추출, 분획 및 분리정제

2.2.1. 송라 추출물의 제조

본 실험에 사용된 송라(U. diffracta Vain)는 백두산 심마

니약재(Korea)에서 구매하였고, 증류수로 세척한 후 건조 

및 분쇄하여 사용하였다. 분쇄한 송라 100 g에 70% (v/v) 

에탄올을 송라 중량의 10 배를 혼합하여 80 ℃에서 5 h 동

안 환류 추출한 후 Watman No. 2 (Watman, UK)로 여과하

였다. 이후 여과액을 감압 농축하여 8 g의 송라 추출물을 

수득하였다.

2.2.2. Diffractaic Acid의 분리

송라 추출물을 극성에 따라 분획하기 위해 n-헥산 및 메

틸렌클로라이드(Daejung, Korea)를 이용한 용매 분획을 실

시하였다. 얻어진 송라 추출물을 10 배의 정제수에 현탁 

하여 용매 극성에 따라 순차적으로 분획하여 메틸렌클로

라이드 분획물을 얻었다. 메틸렌클로라이드 분획물에서 활

성 성분을 분리하기 위해 실리카겔 컬럼 크로마토그래피

(n-hexane : methylene chloride = 100 : 0 → 50 : 50)를 수행

하여 그 분획물을 preparative liquid chromatography (Prep-LC, 

LC-Forte/R, YMC, JPN)를 통해 분리하여 화합물 1을 1 g 

수득하였다. 수득한 화합물 1은 NMR (BRUKER AVANCE 

III 400 MHz, Bruker Corporation, USA) 분석을 통해 구조를 

규명하였으며(Figure 1), 액체크로마토그래프/하이브리드 질

량분석기(maXis 4G, Bruker BioSciences, USA)로 질량을 분

석하여 동정하였다.

2.3. 세포배양

인간 섬유아세포(HDFn)와 인간 모유두세포(HFDPC)는 

각각 American Type Cell Culture (ATCC, USA)와 Promocell 

(DEU)로부터 분양받아 실험에 사용하였다. HDFn cell은 

10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Corning, USA), 1% (v/v) 

penicillin/streptomycin (P/S, Gibco, USA)이 함유된 Dulbecco’s 

modified eagle medium (DMEM, Gibco, USA)과 Dulbecco's 

modified eagle medium/ham's F-12 (DMEM/F-12, Gibco, 

USA) 배지를 1 : 1로 혼합하여 사용하였고, HFDPC cell은 

전용 배지인 Follicle dermal papilla cell growth medium 

(Promocell, DEU)을 사용하였다. 세포는 37 ℃, 5% CO2 조

건으로 배양하여 실험에 사용하였으며, 계대 배양은 2 ~ 3 

일 간격으로 실시하였다.

2.4. 세포 독성 평가

세포 독성 평가를 위하여 96 well plate에 HDFn 세포를 

1 × 105 cells/mL의 농도로 well에 동일하게 분주하여 37 

℃, 5% CO2 배양기에서 24 h 배양하였다. 배양된 세포에 

시료를 농도 의존적별로 희석 후 처리하여 24 h 배양한 

뒤, MTT 용액(5 mg/mL)을 각 well에 첨가하여 37 ℃, 5% 

CO2 배양기에서 2 ~ 3 h 동안 반응시켰다. 배양액을 제거

한 뒤, DMSO 100 µL를 분주하여 생성된 formazan을 용해

시킨 후, ELISA plate reader를 이용해 540 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 세포 생존율(%)은 대조군의 흡광도에 대한 

백분율로 나타내었다.

2.5. 세포 증식 평가

세포 증식 평가를 위하여 96 well plate에 HFDPC 세포

Figure 1. The flowchart of Usnea diffracta extracts liquid-liquid 

separation.
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를 2 × 104 cells/mL의 농도로 well에 동일하게 분주하여 37 

℃, 5% CO2 배양기에서 24 h 배양시켰다. 배양된 세포에 

시료를 농도별로 희석 후 처리하여 48 h 배양한 뒤, MTT 

용액(5 mg/mL)을 각 well에 첨가하여 37 ℃, 5% CO2 배양

기에서 2 ~ 3 h 동안 반응시켰다. 배양액을 제거한 뒤, 

DMSO 100 µL를 분주하여 생성된 formazan을 용해시킨 

후, ELISA plate reader를 이용해 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 세포 증식률(%)은 대조군의 흡광도에 대한 백분

율로 나타내었다.

2.6. Reverse Transcription-polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR) 분석을 통한 유전자 발현 평가

HDFn 세포를 6 well plate에 4 × 105 cells/well이 되도록 

분주하고 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 24 h 배양하였다. 배

양된 세포를 UV-irradiation system (UV-1000, BoTeck, 

Korea)을 이용하여 UVA를 2 J/cm2로 조사하였고, 조사 후

에 시료를 농도별로 희석하여 처리한 뒤 6 h 배양하였다. 

HFDPC 세포는 6 well plate에 2 × 105 cells/well이 되도록 

분주하고 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 24 h 안정화시킨 후, 

시료를 농도별로 희석하여 처리한 뒤 6 h 배양하였다. 배

양이 끝난 세포는 scrapper를 이용하여 수집하고 10 X 

phosphate buffered saline (PBS, Gibco, USA) 용액을 10배 

희석한 1 X PBS 용액으로 한번 세척 후, Trizol (Invitrogen, 

USA) 시약을 사용하여 총 RNA를 분리하였다. Nanodrop 

(Epoch2 NSC-SN, BioTek, USA)을 이용하여 RNA를 정량

하고 PCR (ABS-4375786, Applied Biosystems, USA)을 수행

한 후 2% agarose gel에서 전기영동 하여 밴드를 검출하였

다. 밴드는 Enhanced chemiluminescence (ECL, WSE-6100 

LuminoGraph, Atto, JPN)/UV transilluminator (WUV-M20, 

Atto, JPN)를 사용해 밴드를 관찰하고 ImageJ 1.47 software

를 이용하여 밴드를 수치화하였다. 실험에 사용된 primer 

sequences는 Table 1에 나타내었다.

2.7. Western Blot을 통한 단백질 발현 평가

HDFn 세포를 6 well plate에 4 × 105 cells/well이 되도록 

분주하고 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 24 h 안정화시켰다. 

배양된 세포를 UV-irradiation system을 이용하여 UVA를 2 

J/cm2로 조사하였고, 조사 후에 시료를 농도별로 희석하여 처

리한 뒤 15 min ~ 6 h 동안 배양하였다. HFDPC 세포는 6 well 

plate에 2 × 105 cells/well이 되도록 분주하고 37 ℃, 5% CO2 배

양기에서 24 h 안정화시킨 후, 시료를 농도별로 희석하여 처리

한 뒤 30 min 배양하였다. 배양이 끝난 세포의 배지를 제

거한 후 1 X PBS로 3 회 세척하고 scrapper를 이용하여 세

포를 수득하였다. 수득한 세포에 radioimmunoprecipitation 

assay buffer (Cell Signaling Technology, USA)를 첨가하여 

30 min 동안 반응시킨 후, 12,000 rpm, 4 ℃에서 15 min 동

안 원심 분리하여 상층액을 수득하였다. 수득한 단백질은 

bicinchoninic acid assay kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

로 정량 후 20 µg의 단백질을 이용하여 sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (BioRad, USA)를 

수행하였다. 분리된 단백질은 polyvinylidene fluoride 

membrane (Merkmillipore, USA)으로 transfer 시킨 후 5% 

skim milk (in tris-buffered saline and tween 20, TBST)로 1 h 

동안 상온에서 blocking 하였다. TBST를 이용하여 15 min 

간격으로 3 회 세척하고 1 차 항체를 4 ℃에서 overnight 

반응시켰다. 그 후, TBST를 이용하여 15 min 간격으로 3 

회 세척하고 2 차 항체(in 5% skim milk)를 상온에서 2 h 

동안 반응 시킨 후 다시 TBST를 이용하여 3 회 세척하였

다. ECL를 사용해 밴드를 관찰하고 ImageJ 1.47 software를 

이용하여 밴드를 수치화하였다. 

Gene Primer Sequences (5’-3’) Genebank accession no.

MMP-1
Forward GGAGGGGATGCTCATTTTGATG

NM_002421.3
Reverse TAGGGAAGCCAAAGGAGCTGT

VEGF
Forward AAGGAGGAGGGCAGAATCAT

NM001025368
Reverse TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT

KGF
Forward GACATGGATCCTGCCAACTT

S81661.1
Reverse AATTCCAACTGCCACTGTC

GAPDH
Forward TCCATGACAACTTTGGTATC

NM_001289745.2
Reverse TGTAGCCAAATTCGTTGTCA

Table 1. Polymerase Chain Reaction (PCR) Primer Sequences
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2.8. 통계 분석

본 연구의 실험은 3 회 반복하여 수행하였으며, 실험 결

과는 mean ± SD로 나타내었다. 통계적 유의성은 student̀ s 

t-test를 이용하여 분석하였으며, 유의성 수준은 *p < 0.05, 
**p < 0.01 및 ***p < 0.001을 기준으로 표시하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 송라 추출물의 MMP-1 발현에 미치는 효과 확인

MMP-1 발현 억제 효능을 평가하기 전, HDFn 세포에서 

송라 추출물의 세포 생존율을 MTT assay를 통해 평가하였

다. 송라 추출물을 1 ~ 100 µg/mL 농도로 처리한 결과, 30 

µg/mL까지 90% 이상의 생존율을 확인하였고(Figure 2A), 

세포 독성이 없는 3, 10, 30 µg/mL의 농도에서 송라 추출

물의 MMP-1 발현 억제 효능을 분석하였다. MMPs는 Zinc 

의존성 endoprotease로 세포외기질 단백질을 분해하는 효소

이다. 그중, MMP-1은 collagenase 1이라고 불리며, UV에 

의해 활성화되면 피부조직의 지지체 역할을 하는 type Ⅰ 

과 Ⅲ collagen을 분해시키고 세포의 손상을 유도하여 노화

를 유도한다[21-23]. 송라 추출물의 MMP-1 발현에 대한 영

향을 확인하기 위하여 HDFn 세포에 UVA를 조사한 후 

RT-PCR과 western blot을 통해 평가하였다. UVA를 조사한 

세포에서 MMP-1의 mRNA 및 protein level이 모두 증가하

는 것을 확인하였으며, Figure 2B에 나타낸 바와 같이 송라 

추출물을 3, 10, 30 µg/mL 농도로 처리하였을 때 mRNA 

및 protein level에서 MMP-1의 발현이 농도 의존적으로 억

제되었다. 또한 송라 추출물을 처리한 최고 농도인 30 

µg/mL에서 mRNA 및 protein level의 MMP-1의 발현이 각

각 82.2%, 34.6% 억제됨을 확인하였다.

Figure 2. Effect of Usnea diffracta extracts (UDE) on MMP-1 expression in HDFn cells. (A) Cells were treated with UDE for 24 h. 

Cell viability was determined using MTT assay. (B) Cells were irradiated with UVA (2 J/cm2) followed by treatment various 

concentrations with UDE for 6 h. mRNA and protein expressions of MMP-1 were examined using RT-PCR and western blot analysis.

Band intensities relative expression levels were calculated using the ImageJ 1.47 software. All data are the mean ± SD of three 

independent experiments. ###p < 0.001 represent significant difference compared to control and **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared to

UVA treated group.
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3.2. 송라 추출물의 MAPKs/AP-1 활성에 미치는 효과 확인

UV 조사에 의한 산화적 스트레스와 지속적인 염증은 

피부 섬유아세포에서 외인성 피부 노화의 주요 원인이다

[24]. UV에 의해 생성된 ROS는 MAPKs (ERK, JNK, p38) 

신호경로를 활성화하고, AP-1 (c-Fos, c-Jun)의 활성화를 초

래하며, 전사인자의 역할을 하는 활성화된 AP-1은 핵 내부

로 들어가 target 유전자의 promoter 부분에 결합하여 

MMP-1과 같은 유전자의 발현을 상향 조절한다. 이러한 연

쇄적인 신호전달 반응은 피부의 구조와 탄력을 유지하는 

콜라겐, 엘라스틴 등의 세포외기질을 분해하는 원인이 된

다[25]. 앞의 결과에서 송라 추출물이 MMP-1의 발현을 억

제함에 따라, UVA에 의해 활성화되는 MAPKs/AP-1 신호

경로에 송라 추출물이 미치는 영향을 western blot을 통해 

확인하였다. 송라 추출물은 UVA에 의해 증가된 ERK, p38 

및 JNK의 인산화를 농도 의존적으로 억제하였으며 최고 

농도인 30 µg/mL 농도에서 ERK, p38 및 JNK의 발현을 각

각 49.7%, 51.3% 및 45.9% 억제하였다(Figure 3A). 또한 

MAPKs의 연쇄신호로 활성화되는 AP-1의 활성을 확인한 

결과, 송라 추출물은 UVA에 의해 증가된 c-Jun의 인산화 

및 c-Fos의 발현을 각각 40.2%, 100% 억제하였다(Figure 

3B). 이는 송라 추출물이 MAPK/AP-1 활성 억제를 통해 

MMP-1의 발현을 억제함을 나타낸다.

Figure 3. Effect of Usnea diffracta extracts (UDE) on MAPK/AP-1 signaling pathway expression in HDFn cells. Cells were irradiated 

with UVA (2 J/cm2) followed by treatment various concentrations with UDE for 20 min. Protein expressions of (A) MAPK and (B) 

AP-1 were examined using western blot analysis and relative expression levels were calculated using the ImageJ 1.47 software. All 

data are the mean ± SD of three independent experiments. ###p < 0.001 represent significant difference compared to control and *p < 

0.05 and ***p < 0.001 compared to UVA treated group.
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3.3. 송라 추출물의 모유두세포 증식 및 성장인자 발현에 

미치는 효과 확인

모발이 성장하기 위해서는 모낭 주위 여러 인자들의 작

용과 관련 세포의 상호작용이 매우 중요하다. 모낭의 주요 

구성 세포인 모유두세포는 모발 성장 주기를 조절하며, 이

러한 기능은 VEGF, KGF와 같은 성장인자에 의해 조절된

다고 알려져 있다[26.27]. 먼저 모발의 성장에 대한 효과를 

확인하기 위해 HFDPC의 증식에 대한 송라 추출물의 영향

을 확인하였다. 송라 추출물을 1 ~ 30 µg/mL 농도로 처리

한 결과, 농도 의존적으로 HFDPC의 증식이 증가하였고, 

최고 농도인 30 µg/mL에서 25.4%의 증식률을 나타내었다

(Figure 4A). 다음으로, HFDPC의 성장 조절에 관여하는 성

장인자인 VEGF와 KGF의 발현에 미치는 영향을 RT-PCR

을 통해 확인하였다. 송라 추출물을 3, 10, 30 µg/mL 농도

로 처리한 결과, VEGF 및 KGF의 발현이 최고 농도인 30 

µg/mL에서 각각 약 4.8배, 2.2배 증가함을 확인하였다

(Figure 4B).  

3.4. 송라 추출물의 ERK/CREB 활성에 미치는 효과 확인

모유두세포의 증식과 모발 성장인자는 ERK/CREB 신호

전달 경로에 의해 조절되는 것으로 보고되어 있다[13]. 

MAPKs family 중 하나인 ERK는 세포 증식 및 분화 등에 

관여하며, CREB의 인산화를 유도하여 모발 성장인자의 전

사를 조절하고[28.29], 활성화된 CREB는 성장인자인 VEGF 

및 KGF의 유전자 발현을 자극한다[30]. 송라 추출물이 

ERK/CREB 신호전달 경로에 미치는 영향을 확인하기 위

하여 western blot을 수행하였다. 송라 추출물을 3, 10, 30 

µg/mL 농도로 처리하였을 때, Figure 5에 나타낸 바와 같

이 ERK 및 CREB의 인산화가 농도 의존적으로 증가하였

으며, 최고 농도인 30 µg/mL 농도에서 각각 1.6 배, 10 배 

증가하였다. 이런 결과를 통해 송라 추출물이 ERK/CREB 

신호전달 경로를 활성화시켜 HFDPC의 증식 및 성장인자

의 발현을 증가시키는 효과를 나타냄을 확인하였다.

  

Figure 4. Effect of Usnea diffracta extracts (UDE) on Cell proliferation and growth factor expression in HFDPC cells. (A) HFDPC cells

were treated with UDE for 48 h. Cell proliferation was determined using MTT assay. (B) HFDPC cells were treated with UDE for 6 h.

mRNA expressions of VEGF and KGF was examined using RT-PCR analysis and relative expression levels were calculated using the

ImageJ 1.47 software. All data are the mean ± SD of three independent experiments. *p < 0.05 and ***p < 0.001 represent significant 

difference compared to control.
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3.5. 송라 추출물의 메틸렌클로라이드 분획으로부터 

Diffractaic Acid의 분리정제 및 함량 분석

송라속(Usnea) 지의류에는 다양한 생리활성을 갖는 2차 

대사산물을 함유하고 있으며, 송라(U. diffracta Vain)의 주

요 활성 성분으로는 diffractaic acid와 usnic acid로 알려져 

있다[31]. 송라 추출물의 diffractaic acid와 usnic acid의 함량을 

액체크로마토그래피(high perfermance liquid chromatography)를 

사용하여 분석하였다. Diffractaic acid와 usnic acid 표준품은 

각각 19.527 min과 20.487 min의 retention time (RT)에서 

peak가 확인되었다(Figure 6A). 같은 조건으로 송라 추출물

을 분석한 결과, 19.540 min의 RT에서 diffractaic acid의 

peak를 확인하였고, usnic acid는 검출되지 않았으며(Figure 

6B), 표준품을 통해 추출물 내 diffractaic acid의 함량이 

1,250 ppm 함유되어 있음을 확인하였다.  

Figure 5. Effect of Usnea diffracta extracts (UDE) on ERK/CREB signaling pathway expression in HFDPC cells. Cells were treated 

with UDE for 30 min. Protein expressions of ERK, phospho-ERK, CREB, and phospho-CREB were examined using western blot 

analysis and relative expression levels were calculated using the ImageJ 1.47 software. All data are the mean ± SD of three 

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent significant difference compared to control.

Figure 6. HPLC chromatogram data of diffractaic acid. (A) shows HPLC chromatogram of diffractaic acid and usnic acid and (B) shows 

HPLC chromatogram of Usnea diffracta extracts (UDE). 
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송라 추출물의 활성 성분인 diffractaic acid를 추출을 위

하여 용매별 분획을 진행하였다. 송라 추출물은 70% 에탄

올을 이용하여 추출하였으며, 수득한 추출물은 용매의 극성

에 따라 순차적으로 분획하여 메틸렌클로라이드 분획물을 

얻었다. 선택한 분획물로부터 실리카겔 컬럼 크로마토그래

피를 실시하여 화합물 1을 분리하였다(Figure 1). 1H-NMR 

결과, δH 3.78, 3.82(3H, S) 두 개의 –OCH3의 피크를 확인하

였으며, δH 6.58, 6.73(1H, s)으로 aromatic proton을 확인하

였다. 13C-NMR 확인 결과, 1, 2, 3, 4, 5, 6번과 1’, 2’, 3’, 

4’, 5’, 6’의 aromatic carbon을 확인하였으며, δc 7, 7’을 통

해 두 개의 carboxyl carbon을 확인할 수 있었다. 이러한 기

기분석 결과와 문헌을 비교하여 검토한 결과, 이 화합물 1

을 diffractaic acid로 동정하였다(Figure 7).     

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 6.58(1H, s, 5-H), 2.04 

(3H, s, 8-H), 2.37(3H, s, 9-H), 6.73(1H, s, 5'-H), 2.06(3H, s, 

8'-H), 2.49(3H, s, 9'-H), 3.74(3H, s, 2-OCH3), 3.82(3H, s, 

4-OCH3) 

13C-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 119.74(C-1), 156.82(C-2), 

116.42(C-3), 159.97(C-4), 111.23(C-5), 135.22(C-6), 165.95(C-7), 

8.90(C-8), 19.65(C-9), 108.68(C-1'), 161.96(C-2'), 116.88(C-3'), 

152.80(C-4'), 116.12(C-5'), 139.77(C-6'), 173.50(C-7'), 9.10(C-8'), 

23.20(C-9'), 56.43(2-OCH3), 61.99(4-OCH3)

Figure 8. Effect of diffractaic acid on MMP-1 expression and hair papilla cells proliferation. (A) HDFn cells were irradiated with UVA (2

J/cm2) followed by treatment various concentrations with diffractaic acid for 6 h. mRNA and protein expressions of MMP-1 were 

examined using RT-PCR and western blot analysis. Band intensities relative expression levels were calculated using the ImageJ 1.47 

software. (B) HFDPC cells were treated with diffractaic acid for 48 h. Cell proliferation was determined using MTT assay. All data are 

the mean ± SD of three independent experiments. ###p < 0.001 represent significant difference compared to control and **p < 0.01 and ***p <

0.001 compared to UVA treated group. 

Figure 7. The Chemical structure of diffractaic acid isolated from

Usnea diffracta Vain. 
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3.6. Diffractaic Acid의 MMP-1 발현 및 모유두세포의 

증식에 대한 영향 확인

Diffractaic acid는 뎁사이드(depside)의 유도체로 송라

(Usnea diffracta), 솔송라(Usnea hakonensis), 실송라(Usnea 

longissima) 등의 송라속 지의류에서 2 차 대사산물로서 분

리될 수 있으며, 약리학적 효능으로는 진통, 해열, 항증식, 

항암 및 간 보호 효과 등이 보고되어 있다[32-35]. 송라 추

출물이 MMP-1 발현 억제 및 모유두세포 증식 효과를 나

타낸 바에 따라, 송라 추출물에서 분리된 diffractaic acid의 

MMP-1 발현 및 HFDPC의 증식에 대한 영향을 확인하였

다. 먼저, MMP-1의 발현에 대한 영향을 확인한 결과, 

Figure 8A에서 나타낸 바와 같이 diffractaic acid는 자외선 

조사군 대비 최고 농도인 30 µg/mL에서 MMP-1의 발현을 

mRNA와 단백질 수준에서 각각 87.2%, 29.3% 억제됨을 확

인하였다. 또한, diffractaic acid의 HFDPC의 증식에 대한 

영향을 확인한 결과, diffractaic acid는 농도 의존적으로 

HFDPC의 증식을 증가시켰으며, 30 µg/mL에서 최대 35.9%

의 증식률을 보였다(Figure 8B).

4. 결  론

본 연구에서는 섬유아세포와 모유두세포에서 송라 추출

물의 세포내 항노화 및 모유두세포 활성화 효과에 대해 평

가하였다. 송라 추출물은 자외선 조사군 대비 MMP-1 발현

을 mRNA와 단백질 수준에서 모두 유의적으로 감소시켰으

며, MMP-1의 상위 기전인 MAPKs/AP-1 활성도 억제시키

는 것을 확인하였다. 다음으로는 인간 모유두세포에서 송

라 추출물은 세포의 증식 및 성장인자인 VEGF와 KGF의 

발현을 유의적으로 증가시켰으며, ERK/CREB의 인산화를 

농도 의존적으로 증가시켰다. 송라 추출물에서 활성성분으

로 diffractaic acid를 분리 정제하였으며, diffractaic acid의 

MMP-1 발현 억제 및 모유두세포 증식 효과를 평가하였다. 

Diffractaic acid는 UVA에 의해 증가된 MMP-1의 발현을 유

의적으로 억제하였으며 모유두세포의 증식을 농도 의존적

으로 증가시켰다. 이를 통해 송라 추출물의 항노화 및 모

유두세포 활성 증가 효능을 갖는 화장품 소재로서 활용 가

능성을 보았으며, 추후 관련 인자들의 기전연구를 통해 구

체적인 효능 확립이 필요할 것으로 사료된다. 
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