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            초록
          
        

        
          The objective of this study is to investigate the skin whitening and antioxidant effects of the Anemarrhenae Rhizoma extract (ARE). Following the previously studied method, we examined the inhibitory effects of melanin synthesis and tyrosinase activity by using B16F10 cells. First, we measured the Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) assay, nitrite scavenging activity, and superoxide dismutase-like activity to verifying antioxidant efficacy according to skin whitening. In addition, we confirmed the skin whitening efficacy of ARE by measuring gene expression associated with a skin whitening by the Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) method in B16F10 cells. In this study, we confirmed that ARE has skin whitening and antioxidant effects at high concentrations. In particular, ARE at a concentration of 500 ㎍/ml inhibited the expression of Tyrosinase, TRP-2 (tyrosinase-related protein), and MITF (microphthalmia transcription factor) genes better than Arbutin. In conclusion, our results confirmed that ARE has the potential for development as a skin whitening efficacy substance.
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      서 론
      의학기술 발전과 생활 수준은 향상되고 있으나 심각한 환경오염으로 인해 피부 손상은 지속적으로 증가되고 있어 피부미용에 대한 관심이 고조되고 있다1). 이러한 경향으로 기능성 화장품의 수요 증가 및 시장 규모가 확대됨에 따라 천연물 성분들의 약리적 기능을 과학적으로 입증하고 이를 기능성 화장품으로 개발하려는 움직임이 활발히 진행되고 있다2). 이러한 결과물로 식품의약품안전처의 기능성 인증 항목 중 화장품의 기능성 연구가 주로 피부 미백효과에 집중되어 있으며3) 특히, 화학성분의 미백제와 약물에 대한 부작용으로 인체에 부작용이 적은 천연물질을 이용한 멜라닌 생성억제 및 활성산소 소거 기능을 가진 피부 미백 소재 개발이 증가하고 있다4).

      지모(知母, Anemarrhenae Rhizoma)는 기원 식물인 지모(Anemarrhena asphodeloide)의 뿌리줄기를 사용하고 있으며5), 약리활성을 갖는 nyasol (암세포 증식억제), mangiferin, neomangiferin (NO 및 PGE2 생성억제)을 지표성분으로 활용하고 있다6). 

      한의학적 관점에서 지모는 寒하고 苦甘하여 肺․腎․胃經으로 귀경하여 대표적으로 熱瀉火·生津潤燥5)의 효능 있고, 해열, 강심, 이뇨, 항균, 거담, 진정, 혈당강하, 항암 등의 약리작용이 있다고 보고되었다7,8).

      지모에 대한 미용 기능성 연구로 이 등9)은 지모 추출물을 제조하여 피부 상재균에 대한 항균활성, 항산화 효능 및 세포보호활성을 측정하여 천연 화장품 소재로서의 가능성을 확인하였고, 박 등10)은 지모 추출물에서 MPLC와 연계한 활성유도 분획법을 이용하여 항염 효과를 가지는 물질이 있음을 확인하고 해당 활성 단일화합물을 통해 항염증, 피부 미백, 항아토피 효과 등의 약리적 미용 활성을 탐색하여 천연 기능성화장품 소재로서의 가능성을 보고하였다. 또한 권 등11)은 지모의 70% MeOH 추출물 및 각 분획물에 대하여 강한 라디칼 소거능 및 pancreatic lipase 저해능의 결과를 보고하였다.

      지모에 대한 기존 연구9-11)의 경우 에탄올 추출을 통해 nyasol 등의 단일화합물을 분리하고 이를 항염증, 피부 미백, 항아토피에 대한 지표를 관찰한 것으로써, 이 중 피부 미백과 관련된 지표는 melanin 생합성 저해 활성과 tyrosinase 저해 활성에 대한 관찰에 한정되어 있다. 본 연구에서는 지모 추출물의 기능성 화장품 소재로서의 가능성을 검토하기 위하여 기존의 연구들을 기반으로 지모의 피부 미백효과에 대한 심층적인 연구기법과 함께 RT-PCR을 활용하여 지모 열수추출물의 melanin 생합성율과 tyrosinase 활성 저해효과, 그리고 PCR을 활용하여 지모 추출물이 tyrosinase, TRP-2, MITF의 발현에 미치는 영향을 관찰하였다. 아울러 피부 미백효과와 연관된 항산화 효능을 DPPH 및 아질산염 소거능, Superoxide dismutase (SOD) 유사활성도 관찰을 통해 측정한 결과를 보고하자고 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료 제조
        중국 호북성 원산지인 지모(검사처 : 한약진흥재단)를 G광역시의 G한약전문 도매업체에서 공급받아 사용했다. 시료는 지모 100 g에 증류수 1,500 ㎖으로 전기약탕기(Deawoong, Korea)로 120 분간 전탕 후 거즈로 거르고 원심분리기(Eppendrof, Germany)를 이용하여 3,000 rpm에서 15 분간 원심분리하여 상층액을 얻었다. 이 상층액을 감압농축기(EYELA, Japan)를 이용하여 감압 농축 후 동결건조기(Ilshin, Korea)를 이용하여 최종적으로 지모 동결건조 추출물 39.5 g (수득율 39.5%)을 획득하여 사용하였다.

      

      
        2. 세포주
        실험에 사용된 악성 흑색종(melanoma) 세포주인 B16F10 cell은 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Korea)에서 구입하였다. B16F10 세포주의 생육 배지는 DMEM (Gibco, USA)을 사용하였고, 배지에 10% fetal bovine serum (Gibco, USA)와 Antibiotic-Antimycotic (Gibco, USA)을 첨가하였고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

      

      
        3. 세포 생존율 측정
        세포 생존율은 EZ-Cytox Assay kit (Dogenbio, Korea)를 사용하여 측정하였다. B16F10 세포를 배양한 후 96 well plate에 각 well당 5×104 cells/well 농도로 분주하고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양한다. 이후 지모 추출물을 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖)로 처리한 후 24시간 배양하고 EZ-Cytox용액 10 ㎕를 각 well에 처리한다. 2시간 가량 배양 후 Microplate Reader (Bio-rad, USA)를 사용하여 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. 멜라닌 생합성율 측정
        멜라닌 생성율 측정은 Hosoi 등의 방법12)을 참고하였다. B16F10 세포주를 배양하여 24 well plate에 각 well 당 3×104 cells/well 농도로 분주하고 24시간을 배양 후 지모 추출물을 농도별(0, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖)로 처리한 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 48시간 배양하였다. 이 후 각 well를 PBS로 세척한 후 1N NaOH 용액 400 ㎕을 첨가하고 60℃에서 1 시간 동안 용해 후 Microplate Reader를 사용하여 405 ㎚에서 측정하였다. α-MSH (α-melanocyte stimulating hormone)으로 촉진된 멜라닌 생합성 효능은 지모 추출물을 농도별로 37℃, 5% CO2 incubator에서 1시간 배양하고 α-MSH 100 nM를 처리한 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 48시간 배양하였다. 이후 각 well를 PBS로 세척한 후 1 N NaOH 용액 400 ㎕을 첨가하고 60℃에서	1시간 동안 용해한 후 Microplate Reader를 사용하여 405 ㎚에서 측정하였다.

      

      
        5. Tyrosinase 활성율 측정
        Tyrosinase 활성에 미치는 영향은 Yagi 등의 방법13)을 이용해 측정하였다. 10 mM L-DOPA 용액 0.2 ㎖와 sodium phosphate buffer (pH 6.5) 0.5 ㎖를 가한 후 buffer에 녹이고 최종농도(0, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖)가 되도록 하고 mushroom tyrosinase (110 unit/㎖) 0.2 ㎖를 첨가하여 37℃ 에서 2 분간 반응시킨 후 Microplate Reader를 사용하여 475 ㎚에서 흡광도를 측정하였고 저해율은 다음과 같이 계산하였다.
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· A : 효소만 첨가된 반응 용액
· B : 효소와 시료가 모두 첨가된 반응 용액
· C : 시료만 첨가된 반응 용액
· D : 효소와 시료가 모두 첨가되지 않은 반응 용액

      

      
        6. RT-PCR 측정
        RT-PCR (Reverse transcription Polymerase chain reaction)을 이용하여 ARE가 tyrosinase, TRP-2, MITF 발현 양에 미치는 효과를 알기 위해 ARE 500 ㎍/㎖와 arbutin 500 ㎍/㎖를 1시간 후 처리하였다. α-MSH 100 nM를 처리하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 24 시간 배양한 후 세포를 1% Triton X-100을 함유한 10 mM PBS 100 ㎕에 현탁시킨 후 세포를 vortexing하고 1,000 rpm에서 5 분 원심분리하여 상층액을 활성 측정 효소액으로 사용하였다. 

        Total RNA 분리는 분화가 완료된 B16F10 cell의 배지를 제거하고 PBS로 세척한 다음 800㎕ TRIZOL reagent (Gibco-BRL, USA)를 처리하여 cell를 용해시켰다. 용해된 용액에 200㎕의 chroloform을 분주하고 15초간 vortexing한 후 4℃, 13,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 상층액만 분리한 다음 500 ㎕의 isopropanol (Sigma, USA)을 첨가하여 실온상태에서 5 분간 방치한 후 RNA를 분리하기 위해 4℃, 13,000 rpm에서 5 분간 원심분리하였다. 원심분리로 만든 pellet에 냉장보관된 70% ethanol과 함께 DEPC-treated water (Biosolution, Korea)를 넣고 4℃, 13,000 rpm에서 5 분간 원심분리 후 pellet만 남기고 모두 제거한다. 남은 ethanol은 실온에서 10 분간 방치하여 건조시킨 후 DEPC-treated water에 녹여 Biophotometer (Eppendorf, Germany)에서 260 ㎚에서 OD260 값을 구해 RNA의 농도를 정량한다. 분리되어진 total RNA 1 μg를 Mastercycler gradient (Eppendorf, Germany)를 이용하여 50 ㎕ cDNA로 합성하여 PCR 증폭을 위한 template로 사용하였다. cDNA, sense primer, antisense primer, DEPC-treated water를 PCR premix (Bioneer, Korea)에 넣었고 Mastercycler gradient (Eppendorf, Germany)에서 cDNA를 증폭하였고, 실험에 사용된 primer 종류와 sequences는 아래 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of primer sequences used for RT-PCR analysis
          
          

        

        
          
            
              	Primer
              	annealing temp(℃)
              	Sense
              	Antisense
            

          
          
            	Tyrosinase
            	57℃
            	CCTCCTGGCAGATCATTTGT
            	GGCAAATCCTTCCAGTGTGT
          

          
            	TRP-2
            	62℃
            	GGCCAGCTTTCAGGCAGAGGT
            	CGGTTGTGACCAATGGGTGCC
          

          
            	MITF
            	58℃
            	TAGACATGCCAGCCAAGTCC
            	CGCTGTGAGCTCCCTTTTTA
          

          
            	GAPDH
            	58℃
            	ACCACAGTCCATGCCATAAC
            	TCCACCACCCTGTTGCTGTA
          

        

        

      

      
        7. DPPH 라디칼 소거능
        DPPH 라디칼 소거능은 Blois15)의 방법을 응용하였다. DPPH 용액은 100 ㎖ 에탄올에 DPPH 0.15 mM을 녹인 후 증류수와 혼합하여 filtering하여 제조하였다. 96 well plate에 시료와 DPPH 용액을 1:4 비율로 혼합하여 37℃에서 30 분간 반응시킨후, Microplate Reader를 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였고, DPPH 라디칼소거능은 A-BA×100 으로 계산하였다.

        
· A : 대조구 흡광도
· B : 시료첨가구 흡광도

      

      
        8. 아질산염 소거능
        아질산염 소거 작용은 Kato 등16)의 방법을 변형하여 측정하였다. 1 mM의 NaNO2 용액 1 ㎖에 시료 1 ㎖를 첨가하고, 0.1 N HCL 9 ㎖을 첨가한 후 37℃에서 1 시간 동안 반응시켰다. 반응액 1 ㎖에 2% acetic acid 5 ㎖를 첨가하고, Griess reagent 0.4 ㎖를 참가하여 혼합시킨 후 실온에서 차광상태로 15 분간 방치시킨 후 Microplate Readerr를 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였다. 아질산염 소거능은 1-A-CB×100 으로 계산하였다.

        
· A: NaNO2 용액에 시료와 Griess를 첨가한 흡광도
· B: NaNO2 용액에 Griess를 첨가한 흡광도
· C: NaNO2 용액에 시료와 증류수를 첨가한 흡광도

      

      
        9. Superoxide dismutase 유사활성도 측정
        SOD 유사활성도는 Marklund 등의 방법14)에 따라 활성산소종을 과산화수소(H2O2)로 전환하는 반응을 촉매하는 pyrogallol의 생성량을 측정하여 SOD 유사활성을 나타내었다. 농도(0, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 ㎍/㎖)별로 지모 추출물을 buffer에 녹여 10 ㎕씩 96 well plate에 첨가 후, 7.2 mM pyrogallol 10 ㎕와 Tris-HCl Buffer(50 mM Tris aminomethane, 10 mM EDTA, pH 8.0) 150 ㎕을 첨가한다. 실온에서 10 분간 반응시킨 후 1 N HCl 50 ㎕을 첨가하여 반응을 정지시킨다. 이후 Microplate Reader를 이용하여 420 ㎚에서 흡광도를 측정하였고, SOD 유사활성도는 SOD%=1-AB×100 으로 계산하였다.

        
· A : 추출물 첨가구의 흡광도
· B : 추출물 무첨가구의 흡광도

      

      
        10. 통계처리
        데이터의 통계적 유의성 검증은 IBM® SPSS® Statistics (Ver. 25.0)을 활용하였다. 군 간의 평균 비교는 one-way ANOVA로 유의성을 확인하였고, 사후검증으로는 Tukey 방법을 사용하였으며, p 값이 0.05 미만인 경우에만 유의성이 있는 것으로 판단하였다. 

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 세포 생존율
        지모 추출물(Anemarrhenae Rhizoma Extract, ARE)이 B16F10 세포의 생존율에 미치는 영향을 관찰한 결과 ARE를 처리한 모든 농도에서 유의성 있는 생존율의 변화를 관찰할 수 없었다(Table 2, Fig. 1).

        
          Table 2. 
				
          

          
            The effects of ARE on cell viability rates in B16F10 cells
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(㎍/㎖, n=8)
              	
              	0
              	62.5
              	125
              	250
              	500
              	1,000
            

          
          
            	Cell viability rate(%)
            	Mean
            	100.00
            	99.85
            	98.17
            	99.44
            	103.22
            	106.31
          

          
            	SD
            	4.33
            	6.17
            	7.40
            	6.78
            	4.95
            	7.46
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            The effects of ARE on cell viability rates in B16F10 cells. The X-axis represents the concentration of the ARE. The graph shows the mean and standard deviation (n=8).
          
          

          

        

      

      
        2. 멜라닌 생성 억제 효과
        지모 추출물(ARE)이 melanin 생성 억제에 미치는 효과를 관찰한 결과 저농도 처리군에서는 melanin 생성이 억제되었으나 유의한 차이는 보이지 않았고, ARE 250 ㎍/㎖ 처리군에서부터 melanin 생성이 유의하게 감소되었다(Table 3, Fig. 2).

        
          Table 3. 
				
          

          
            The inhibitory effects of ARE on melanin production in B16F10 cells
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(㎍/㎖, n=4)
              	
              	0
              	62.5
              	125
              	250
              	500
              	1,000
            

          
          
            	Melanin production rate(%)
            	Mean
            	100.0
            	91.6
            	87.7
            	85.5
            	85.5
            	83.3
          

          
            	SD
            	5.82
            	6.75
            	7.10
            	6.51
            	4.19
            	4.41
          

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The inhibitory effects of ARE on melanin production in B16F10 cells. The X-axis represents the concentration of the ARE. The graph shows the mean and standard deviation(n=4). * : Statistically significance compared with group “0” (Non-treated group) (*; p<0.05, ** ; p<0.01).
          
          

          

        

      

      
        3. α-MSH에 의해 촉진된 melanin 억제 효과
        Melanin 생합성을 α-MSH (α-melanocyte stimulating hormone)로 촉진시킨 후 ARE의 억제효과를 관찰한 결과 농도 의존적으로 melanin 생성이 감소하였고 500 ㎍/㎖ 농도부터 통계적인 유의성이 관찰되었다(Table 4, Fig. 3).
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            The inhibitory effects of ARE on melanin production in α-MSH stimulated B16F10 cells
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(㎍/㎖, n=4)
              	
              	0
              	62.5
              	125
              	250
              	500
              	1,000
            

          
          
            	Melanin production rate(%)
            	Mean
            	100.00
            	91.45
            	88.89
            	83.76
            	79.91
            	78.21
          

          
            	SD
            	9.31
            	10.11
            	9.57
            	7.77
            	8.18
            	7.03
          

        

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The inhibitory effects of ARE on melanin production in α-MSH stimulated B16F10 cells. The X-axis represents the concentration of the ARE. The graph shows the mean and standard deviation(n=8). * : Statistically significance compared with group “0” (Non-treated group) (*; p<0.05).
          
          

          

        

      

      
        4. Tyrosinase 억제 효과
        ARE의 tyrosinase 활성 억제 효과를 측정한 결과 저농도군에서는 거의 효과가 나타나지 않았으나 500 ㎍/㎖와 1,000 ㎍/㎖ 군에서 통계적으로 유의하게 tyrosinase 활성을 억제하는 것이 관찰되었다(Table 5, Fig. 4).
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            The tyrosinase inhibitory effects of ARE in vitro
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(㎍/㎖, n=4)
              	
              	0
              	62.5
              	125
              	250
              	500
              	1,000
            

          
          
            	Tyrosinase inhibition rate(%)
            	Mean
            	100.00
            	98.95
            	98.46
            	99.75
            	94.31
            	83.49
          

          
            	SD
            	0.00
            	1.96
            	1.25
            	2.51
            	0.73
            	1.60
          

        

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            The tyrosinase inhibitory effects of ARE in vitro. The X-axis represents the concentration of the ARE. The graph shows the mean and standard deviation(n=8). * : Statistically significance compared with group “0” (Non-treated group) (**; p<0.01).
          
          

          

        

      

      
        5. Tyrosinase 발현
        α-MSH로 tyrosinase 촉진시킨 후의 tyrosinase 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위해 α-MSH을 처리하고 시료를 투여하지 않은 군을 Control군으로 설정하고, α-MSH 처리 후 Arbutin과 ARE	500 ㎍/㎖ 처리한 군을 각각 Arbutin군과 ARE군으로 설정한 후 PCR 발현 양상을 관찰할 결과 Arbutin군과 ARE군 모두에서 Control군에 비해 유의성 있게 억제되었다(Fig. 5). 

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            The effect of ARE on tyrosinase level observed through PCR. Normal: Not treated with α-MSH and extract; Control: α-MSH treatment Group; Arbutin: α-MSH 100 nM & Arbutin 500㎍/㎖ Treatment Group; ARE: α-MSH 100 nM & ARE 500㎍/㎖ Treatment Group (n=4). *: Statistically significance compared with Control group(**; p<0.01).
          
          

          

        

      

      
        6. TRP-2 발현
        TRP-2 발현에 미치는 영향을 관찰한 결과 Arbutin군과 ARE군 모두가 Control군에 비해 통계적으로 감소하였으며 ARE군이 Arbutin군에 비해 감소폭이 컸다(Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            The effect of ARE on TRP-2 level observed through PCR. Normal: Not treated with α-MSH and extract; Control: α-MSH treatment Group; Arbutin: α-MSH 100 nM & Arbutin 500㎍/㎖ Treatment Group; ARE: α-MSH 100 nM & ARE 500㎍/㎖ Treatment Group (n=4). *: Statistically significance compared with Control group (*; p<0.05, **; p<0.01).
          
          

          

        

      

      
        7. MITF 발현
        MITF 발현에 미치는 영향을 관찰한 결과 Arbutin군 ARE군 모두 Control군에 비해 감소하였으며 통계적으로 Arbutin군은 유의한 수준은 아니였고, ARE군만 통계적으로 유의했다(Fig. 7).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            The effect of ARE on TRP-2 level observed through PCR. Normal: Not treated with α-MSH and extract; Control: α-MSH treatment Group; Arbutin: α-MSH 100 nM & Arbutin 500㎍/㎖ Treatment Group; ARE: α-MSH 100 nM & ARE 500㎍/㎖ Treatment Group (n=4). *: Statistically significance compared with Control group ( **; p<0.01).
          
          

          

        

      

      
        8. DPPH 소거능
        ARE의 DPPH radical 소거능을 관찰한 결과 free radical 소거 활성이 농도의존적으로 유의하게 증가하는 것으로 관찰되었다(Table 6, Fig. 8).
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            The free radical scavenging activity of ARE.
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(㎍/㎖, n=8)
              	
              	62.5
              	125
              	250
              	500
              	1,000
            

          
          
            	Free radical scavenging activity(%)
            	Mean
            	28.06
            	39.25
            	50.51
            	62.03
            	71.17
          

          
            	SD
            	4.37
            	4.22
            	4.275
            	5.449
            	2.101
          

        

        

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            The free radical scavenging activity of ARE. The X-axis represents the concentration of the ARE. The graph shows the mean and standard deviation(n=8). * : Statistically significance compared with “62.5” group (**; p<0.01).
          
          

          

        

      

      
        9. 아질산염 소거능
        ARE의 아질산염 소거능을 관찰한 결과 소거 활성이 농도의존적으로 유의하게 증가하는 것으로 관찰되었다(Table 7, Fig. 9).
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            The Nitrite-scavenging activity of ARE.
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(㎍/㎖, n=8)
              	
              	62.5
              	125
              	250
              	500
              	1,000
            

          
          
            	Nitrite-scavenging activity(%)
            	Mean
            	10.60
            	31.98
            	35.68
            	36.22
            	41.41
          

          
            	SD
            	2.82
            	2.59
            	3.47
            	2.16
            	2.78
          

        

        

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            The Nitrite-scavenging activity of ARE. The X-axis represents the concentration of the ARE. The graph shows the mean and standard deviation(n=8). * : Statistically significance compared with “62.5” group (**; p<0.01).
          
          

          

        

      

      
        10. Superoxide dismutase 유사활성
        ARE이 SOD 유사활성에 미치는 효과를 관찰해 본 결과 250 ㎍/㎖까지는 농도의존적으로 증가하는 경향을 보였으나 500 ㎍/㎖ 이상의 고농도에서는 감소하는 경향을 보였다. 500과 1,000 ㎍/㎖의 경우 125 ㎍/㎖에 비해 유의하게 감소하였음을 관찰할 수 있었다(Table 8, Fig. 10).
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            The SOD-like activity of depending on concentration.
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(㎍/㎖, n=8)
              	
              	62.5
              	125
              	250
              	500
              	1,000
            

          
          
            	SOD-like activity(%)
            	Mean
            	17.50
            	25.38
            	23.74
            	17.46
            	15.54
          

          
            	SD
            	4.23
            	5.17
            	4.71
            	3.77
            	3.13
          

        

        

        
          
          

          Fig. 10. 
				
          

          
            The SOD-like activity of depending on concentration. The X-axis represents the concentration of the ARE. The graph shows the mean and standard deviation(n=8). * : Statistically significance compared with “62.5” group (**; p<0.01).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      세계적으로 친환경 붐을 타고 천연 소재를 활용한 기능성 원료 개발 연구가 활발히 진행되고 있으며3) 그 중 한약재는 그 자체로서 생약제제의 원료뿐만 아니라 각종 신약개발 소재 등으로 그 수요가 증가하고 있다6).

      식약처에서는 안정성과 안전성이 확보되고 다양한 연구를 통해 효과가 입증된 원료에 대해서는 연구 결과를 반영하여 기능성 원료로 고시하고 있지만17), 피부 미백에 대한 효능과 안정성 및 안전성이 검토되어 고시된 닥나무추출물17,18), Arbutin, niacinamide19,20)의 경우처럼 법적으로 고시된 기능성 원료들도 실제 사용에서 문제점들이 발견되고 있어 고시된	피부 미백 기능성 원료와 비교하여 효능이 더 우수하거나 최소한 비슷한 효과를 가지면서 안정성과 안전성이 확보된 새로운 피부 미백제의 발굴이 필요한 실정이다3).

      지모는 민간에서도 널리 사용되어 왔고, saponin 계열을 중심으로 한 성분연구와 norlignan 계열의 활성연구도 활발하게 진행되었으며, 재배 지역에 따라 성분이 달라지고 있다는 보고6)와 함께 계속해서 많은 활성 물질의 연구가 진행되고 있다. 지모 추출물 및 분획물을 이용하여 기능성 화장품 소재 적용을 위한 다양한 종류의 항균활성 평가나 총 항산화능 평가 그리고 세포 보호 효과에 대한 연구9-11)가 진행되었으나 피부 미백을 중심으로 심도 있는 진행한 연구는 미흡한 실정이었다. 이에 저자들은 지모가 피부 미백에 활용될 수 있는 기능성 소재로서 활용 가능성을 바탕으로 피부 미백 효과에 대한 근거 및 이론적 뒷받침을 보충하는 것이 필요하다고 판단하였고, 심도 있는 연구를 기획하였다. 이를 위해 악성 흑색종 세포주(B16F10)를 이용하여 세포 생존율과 melanin 생합성율 및 tyrosinase 합성 저해효과를 관찰하였고, PCR을 활용하여 지모추출물과 양성대조군으로 Arbutin을 설정하고 tyrosinase, TRP-2, MITF의 발현에 미치는 영향을 관찰하였다. 아울러 지모 추출물의 항산화 효능을 DPPH과 아질산염 소거능, SOD 유사활성도를 통해 관찰하여 지모의 피부 미백효과 기능성 소재로서의 개발 가능성을 타진해 보고자 하였다.

      지모 추출물(ARE) 투여에 따른 B16F10 세포의 생존율을 관찰한 결과 최고 농도(1000 ㎍/㎖)까지 특별한 세포 독성을 보이지 않았다(Table 2, Fig. 1). 이를 바탕으로 향후 실험에서 ARE의 농도를 1,000 ㎍/㎖까지 처리하였으며, RT-PCR에서는 여러 지표에서 효능이 두드러지는 500 ㎍/㎖를 처리하기로 결정하였다. ARE의 melanin 생성 억제 효과를 관찰한 결과 ARE 투여가 따라 농도의존적으로 melanin 생성이 억제되는 경향이 보였으나 저농도 처리군에서는 유의한 차이는 보이지 않았고, ARE 250 ㎍/㎖ 처리군에서부터 melanin 생성이 유의하게 감소되는 것으로 관찰되었다(Table 3, Fig. 2). Adenylate cyclase를 활성화 시켜 tyrosinase의 발현과 활성을 유도를 통해 melanin 생성을 촉진하는 α-MSH (α-melanocyte stimulating hormone)21)를 투여한 후의 결과를 살펴보면 ARE 처리를 통해 농도의존적으로 melanin 생성이 감소하는 경향이 보였고, 500, 1,000 ㎍/㎖ 농도에서 통계적인 유의성을 관찰할 수 있었다(Table 4, Fig. 3). 이러한 농도의존적으로 감소 추세를 보이는 결과를 통해 높은 농도에서 ARE가 멜라닌 생성 억제효과가 있음을 확인하였다. 

      Melanin 합성에 가장 크게 관여하면 피부 미백제 개발에 있어서 중요한 지표를 활용되는21,22) tyrosinase 억제 효과를 관찰한 결과 62.5 ㎍/㎖, 125 ㎍/㎖, 250 ㎍/㎖ 투여군에서는 거의 변화가 나타나지 않았으나 500 ㎍/㎖와 1,000 ㎍/㎖ 군에서 통계적으로 유의한 수준으로 tyrosinase 활성을 억제하는 것이 관찰되었다(Table 5, Fig. 4).

      Tyrosinase와 함께 대표적인 tyrosinase related protein으로 발현이 억제되면 피부 미백효과를 기대할 수 있는 TRP-223)과 MITF (microphthalmia transcription factor)24)의 발현을 α-MSH 처리한 후 양성대조군으로 Arbutin을 설정하여 PCR를 통해 비교 관찰하였다. Arbutin은 환원성이 강한 페놀류의 방향족 유기화합물로 강한 환원성으로 인해, 멜라닌 형성에 중요한 효소인 tyrosinase의 효소활성을 억제하여 멜라닌 합성을 억제하는 능력이 우수하여 피부 미백고시원료로 사용되고 있다25). 

      결과를 살펴보면 tyrosinase과 TRP-2 발현에 미치는 영향은 α-MSH만을 처리한 Control군에 비해 양성대조군인 Arbutin군과 ARE군 모두에서 유의하게 억제하는 것으로 관찰되었으며, Arbutin군과 ARE군 비교에서도 ARE군이 우수한 것으로 관찰되었다(Fig. 5-6). MITF 발현의 경우에서는 Control군에 비해 양성대조군인 Arbutin군과 ARE군 모두 발현을 억제시키는 경향을 보였으나 통계적 유의성은 ARE군에서만 관찰되어(Fig. 7) PCR 결과에 있어서는 양성대조군인 Arbutin과 비교에서도 더 우수한 효과를 보였다. MITF는 TRP-2의 promoter에 결합하여 유전자 발현을 증가시켜 melanogenesis를 유도하므로 결과적으로 MITF의 억제는 TRP-2 역시 발현을 억제시켜 이를 통해 melanin 생성을 억제하는24) 기전을 통해 지모 추출물이 멜라닌 생성 억제 작용을 한다고 판단할 수 있다. 

      자외선 노출은 피부 손상과 노화에 영향을 주는 대표적 외부 요인으로 과색소 침착, 과염증 유발, 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)의 비정상적 생산 증가와 연관되며6), 활성산소가 생성되게 되면 이들의 높은 반응성으로 생체막에서 자동산화과정 및 지질과산화를 경유한 연쇄반응으로 생체 구성성분들을 산화적 손상을 일으키므로26) 피부 기능성 소재로서의 항산화 효능은 중요한 지표이다. ARE의 항산화 효능을 검증하기 위하여 DPPH radical 소거능, 아질산염 소거능, SOD 유사활성도를 측정하였다. 그 결과 DPPH radical과 아질산염 소거능 활성은 농도의존적으로 유의하게 증가하는 것으로 관찰되었고(Table 6-7, Fig. 8-9), SOD (Superoxide dismutase) 유사활성에서는 250 ㎍/㎖까지는 농도의존적으로 증가하는 경향을 보였으나 500 ㎍/㎖ 이상의 고농도에서는 감소하는 경향을 보였다. 500, 1,000 ㎍/㎖의 경우 125 ㎍/㎖에 비해 유의하게 감소하였음을 관찰할 수 있었는데(Table 11, Fig. 10), 이러한 결과는 배양 시간이나 농도에 따른 SOD 활성 감소가 이전에 보고되었던 다른 천연물의 결과와도 비슷한 양상이었다27,28). 

      이러한 결과를 살펴보면 지모 추출물이 항산화 효과7,29)를 통하여 멜라닌 생성하며 억제하며, 자유라디칼의 생성과 활성을 억제하는 지모의 항산화 효능이 tyrosinase, TRP-2 및 MITF의 활성 억제30,31)와 연관된다고 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      이상으로 지모 추출물의 피부 미백효과 검증을 위해 B16F10 세포를 이용하여 tyrosinase 생성과 PCR 실험 및 3 종류의 항산화 활성도 실험을 진행하고, α-MSH를 이용한 melanin 생성의 전반적인 과정을 분석한 결과, 지모 추출물이 멜라닌생성 억제 및 항산화작용를 통한 피부 미백 효과를 나타냄을 알 수 있었다. 

      실험 중 몇몇 지표에서는 피부 미백효과를 인정받은 Arbutin과 비교해도 지모 추출물의 피부 미백 효과가 우수한 결과가 나타나고 있어, 이러한 자료들을 기반으로 지모를 활용한 더욱 심도 있는 연구를 진행하는 데 자료로 활용되고, 아울러 천연 기능성 원료로 개발하는데 있어서 유의하게 활용될 수 있을 것이라 생각된다.
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