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            초록
          
        

        
          Hwangryunhaedoktang is one of the prescriptions used in traditional medicine for skin diseases. In this study, Hwangryunhaedoktang-Gamibang (HG) was fermented with Lactiplantibacillus plantarum, a probiotic lactic acid bacterium, to evaluate its potential as a functional cosmetic composition. Strains with anti-inflammatory activity were selected by isolating lactic acid bacteria from kimchi, a traditional Korean fermented food. HG was inoculated with lactic acid bacteria and the viability was measured. The supernatant was obtained by centrifugation of fermented Hwangryunhaedoktang-Gamibang (HGF) and HG, and the filtered supernatant was freeze-dried and used in the experiment. By measuring DPPH and ABTS scavenging activity, it was confirmed that the antioxidant activity was increased. RAW264.7 cells were inoculated with HG and HGF to confirm anti-inflammatory activity through NO assay, and production levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6, and TNF-α) were measured through ELISA assay. It was confirmed that HGF had a greater decrease in production than HG. Through lactobacilli fermentation, the beneficial probiotic properties and antioxidant and pro-inflammatory activities of lactic acid bacteria suggest potential clinical or technical applications.
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      서 론
      피부미용은 현대사회에서 남녀노소 불문하고 지속적으로 관심이 높아지고 있는 분야이다. 그러한 피부미용에서 여드름과 같은 염증성 피부질환은 큰 문제를 지닌 부분이다1). 여드름은 주로 얼굴, 목, 가슴 등 상체 전반에 발생하는 모낭피지선의 만성 염증성 질환으로, 주로 사춘기의 남녀에게 발생하던 과거와 달리 현대사회에서는 약물 오남용, 환경오염 등 외적요인으로 인하여 넓은 연령층에서 발생하고 있는 실정이다. 여드름의 생성원인은 피로, 스트레스 및 유전적인 원인 등 여러 요인들이 복합적으로 작용하는 것으로 알려져 있으며, 호르몬이나 다른 외부적인 요인으로 인해 피지가 모낭에 정체되어 모공이 막힌 경우, 세균증식에 의해 발생하는 것으로 알려져 있다2,3).

      우리나라의 한의학 서적 동의보감(東醫寶鑑)에서 황련해독탕은 황련, 황금, 황백, 치자를 이용하는 처방으로 종독을 치료하며, 청열해독의 효능이 있어 열독을 치료하는데 사용하고, 항염증, 항알러지, 항균 효과 등이 알려져 있어, 주로 아토피성 피부염이나 지루성 피부염, 접촉성 피부염, 습진 등의 증상에 사용하는 것으로 알려져 있다4-6).

      프로바이오틱스는 우리 몸에서 유익한 작용을 하는 균을 통칭하는 말로, 인간이나 동물의 장에 풍부하게 존재하며, 유제품 이나 발효식품에도 풍부하게 함유되어있는 균이다7,8). 이러한 프로바이오틱스 유산균은 이미 여러 방면으로 제품화가 진행되어 있으며9), 건강증진을 위해 섭취하거나. 질병의 예방목적으로도 사용되어지고, 무엇보다 유산 발효를 통한 2차대사산물의 효용성이 돋보여지며 이를 응용한 연구들이 전 세계적으로 이루어지고 있는 추세이다10-12).

      따라서 이와 같이 항균, 항산화 및 항염증 활성 등 생리활성이 우수한 황련해독탕에 피부미용에 사용되어져 왔던 약재를 추가로 첨가한 가미방을 만들었고, 프로바이오틱스 균주를 이용하여 발효시켜 생리활성을 높여 기능성 화장품 조성물로 이용하기 위한 연구를 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 추출물 제조
        본 실험에서 사용한 황련해독탕 가미방(HG) 구성인 황련, 황금, 황백, 치자, 금은화, 연교, 정향, 팔각회향은 명신당(광주)에서 구입하여 사용하였다. 물 1L에 황련, 황금, 황백, 치자 20g, 금은화, 연교, 정향, 팔각회향 5g씩 첨가 후 100℃에서 3시간 동안 전탕하여 식힌 뒤, 유산균 발효 후 원심분리(8000×g, 15분)하고 얻어진 상층액을 취하여 동결건조를 수행하였다. 황련해독탕 가미방(HG)은 27.6%의 수율을 보였고, 발효한 황련해독탕 가미방(HGF)은 25.7%의 수율을 보였다. 동결건조한 시료는 10, 50, 100, 200μg/ml 농도로 희석하여 실험에 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of Hwangryunhaedoktang-Gamibang
          
          

        

        
          
            
              	생 약 명
              	학 명
              	산 지
            

          
          
            	황련
            	Coptis japonica
            	China
          

          
            	황금
            	Scutellaria baicalensis
            	China
          

          
            	황백
            	Phellodendron amurense
            	Korea
          

          
            	치자
            	Gardenia jasminoides
            	Korea
          

          
            	금은화
            	Lonicera japonica
            	Korea
          

          
            	연교
            	Forsythia koreana
            	Korea
          

          
            	정향
            	Syzygium aromaticum
            	Indonesia
          

          
            	팔각회향
            	Illicium verum
            	Vietnam
          

        

        

      

      
        2. 유산균 배양 및 선발
        본 실험실에서 보유한 Lactiplantibacillus plantarum 5균주(HUP1,2,3,4,5)를 MRS agar 고체배지에 100μl씩 도말하고 30℃ 배양기에서 혐기조건으로 48시간동안 배양 후, 콜로니 하나를 취해 MRS broth에 접종하여 30℃에서 48시간 배양한 뒤 원심분리(8000×g, 15분)를 하였고 배양 상등액을 membrane filter(0.45μm, Advantec Co., Japan)를 이용하여 제균하였다. 제균 상등액을 이용하여 NO assay를 수행하였고 항염증활성이 우수한 균주를 선발하였다. 선발되어진 균주는 HG에 접종하여 48시간 동안 30℃ 배양기에서 혐기조건으로 48시간동안 배양하였고, 0.85% 멸균 생리식염수로 십진 희석하여 MRS agar 고체배지에 100μl씩 도말하고 30℃ 배양기에서 혐기조건으로 48시간동안 배양 후 생육도를 측정하였다.

      

      
        3. 항균활성 측정
        Cutibacterium acnes(C.acnes) 배양은 cooked meet medium(Difco Lab., USA) 액체배지에 접종하여 30℃에서 48시간 혐기적으로 배양하였고, Staphylococcus aureus(S.aureus) 배양은 tryptic soy broth를 사용하였다. 배양상등액의 항균활성을 검증하기 위해 agar well diffusion method를 사용하였다. Tryptic soy agar(TSA, Difco, USA)에 피검균주를 접종한 중층배양 bioassay plate를 제조하였다. 선발균주의 배양액을 원심분리(8,000rpm, 10 min)하고, membrane filter(0.45μm, Advantec Co., Japan)를 이용하여 제균하였다. 피검균이 접종된 TSA 고체배지 상에 well을 만들고 200μL 배양상등액을 분주하여 30℃에서 배양한 후, 생육억제환 형성여부를 관찰하였다13).

      

      
        4. 항산화 활성 측정
        총 항산화 활성 측정은 ABTS and DPPH scavenging activity assay 방법으로 수행하였다. 70mM 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) 과 24.5mM potassium persulfate을 12시간동안 암소 반응하여 ABTS 양이온을 형성시킨 후, 이 용액을 734nm에서 흡광도 값이 0.7∼0.8±0.02값이 나오도록 희석하였다. 희석된 ABTS용액 100μl에 시료를 50μl씩 농도별로 처리하여 30분 후 734nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로 L-ascorbic acid를 시료와 동일량 처리하였다14). 1,1-Diphenyl-2- picryhydrazyl(DPPH)용액 100μl에 시료 100μl를 잘 혼합하여 30분간 암소반응 시킨 후 microplate reader로 517nm에서 흡광도 값을 측정하여 농도에 따른 DPPH radical 소거능을 확인하였다. Blank는 시료의 희석용매를 사용하였고, control로는 시료 대신 시료의 희석 용매에 DPPH시약을 넣어 사용하였다. 양성대조군으로 L-ascorbic acid를 시료와 동일량 처리하였다15).

      

      
        5. 세포생존률 및 NO 생성량 측정
        RAW 264.7 cell은 96-well plate에 1×105 cell/well로 분주하고 4시간 후, media change를 하여 각 농도별로 시료를 처리하고 lipopolysaccharide(LPS)를 1μg/ml씩 처리한 군과 처리하지 않은 군으로 나누어 24시간동안 배양하였다. 배양 후 supernatant는 새로운 96-well plate에 옮겨 동일한 양의 Griess reagent를 첨가하여 15분 후에 흡광도(540nm)를 측정하였고 NO 농도는 sodium nitrate를 이용한 표준 곡선으로 계산하였다. RAW 264.7 cell 배양 96-well plate에 10% MTS solution이 함유된 DMEM medium을 well당 100μl씩 넣어주고 3시간동안 배양한 후, 흡광도(480nm)를 측정하여 cell viability 값을 계산하였다. 흡광도 측정은 ELISA microplate reader(Infinite 200pro, TECAN, Austria)을 사용하였다.

      

      
        6. 염증성 cytokine 측정
        염증성 cytokine 발현량을 측정하기 위하여 Quantikine® ELISA kit(R&D system, USA)를 이용하여 측정하였으며, 염증성 cytokine인 TNF-α, interleukin-1β(IL-1β), interleukin-6(IL-6)를 확인하였고 실험과정은 해당 protocol에 따라 수행하였으며 Stop solution 처리 후, 450nm에서 흡광도 값을 측정하여 발현량을 확인하였다.

      

      
        7. 통계처리
        본 실험에서 얻은 결과는 3회 반복 측정하여 평균 ± 표준편차 (mean ± S.D)로 나타내었으며, SPSS (Statistical Package for Social Science Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 일원 변량분석(one way ANOVA)을 실시 한 후 Student’t t-test로 분석하여 유의성을 p<0.05 수준에서 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 유산균 선발 및 발효
        본 실험에서 사용한 유산균은 전통 발효식품에서 분리한 Lactiplantibacillus plantarum 5균주를 사용하였고, 대조군으로 시료와 동량의 멸균증류수를 첨가하여 비교하였다. 멸균 증류수에 LPS를 처리한 군을 확인한 결과 NO의 생성이 정상적으로 일어난 것을 확인하였다. 5종 유산균 배양상등액의 LPS에 의한 NO 생성량을 측정한 결과 HUP3 균주가 가장 큰 폭으로 NO 생성량을 억제하는 것을 확인하여(Fig. 1), 해당균주로 황련해독탕 가미방(HG)의 발효를 진행하였다. 발효시킨 황련해독탕 가미방의 유산균 생육은 5.8×107CFU/ml으로 생육이 잘 이루어 지고 있는 것을 확인하였다(Fig. 2). 따라서 해당 균주로 발효한 황련해독탕 가미방(HGF)과 HG를 동결건조 후 멸균증류수에 희석하여 실험에 사용하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of Lactobacillus culture supernatant on LPS-induced NO generation in RAW 264.7 macrophage cells. The cells were pre-treated with LPS(1μg/ml) for 24h and then treated with Lactobacillus culture supernatant for 24h. (n=3)
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Viable cell count of Lactiplantibacillus plantarum in the Hwangryunhaedoktang-Gamibang. Viable cell count of Lactiplantibacillus plantarum on the MRS agar.
          
          

          

        

      

      
        2. HG와 HGF의 항균 활성
        HG와 HGF의 항균활성을 확인한 결과, HGF는 C.acnes와 S.aureus 두 피검균 모두에서 각각 19mm, 13mm의 생육 억제환을 확인하여 항균활성이 우수한 것으로 확인되었다. HG는 S.aureus 균주에서 11mm 생육 억제환이 확인되었고, C.acnes 균주에서는 생육 억제환의 직경이 7mm로 억제능이 미약한 것으로 나타났다. S.aureus의 경우에도 HGF에 비해 직경이 좁은 것으로 보아 유산균 발효를 통해 HG가 생물전환능에 의해 항균활성을 가진 물질이생성되어 나타난 결과로 사료되었다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Anti-microbial activity of HGF and HG by Agar well diffusion method using. (A)Staphylococcus aureus and (B)Cutibacterium acnes as test microorganism.
          
          

          

        

      

      
        3. HG와 HGF의 Free radical 소거에 미치는 영향
        ABTS, DPPH Free radical 소거능을 확인하여 항산화 활성을 측정한 결과, HG와 HGF 모두 우수한 ABTS 소거능을 보여주었다. 100 및 200μg/ml 농도에서는 100%에 가깝게 소거되었고, 50μg/ml 농도에서 HGF는 95.2%로 HG의 90.5% 소거능 보다 항산화력이 증가하였으며, 10μg/ml 농도에서도 HGF 67.6%, HG 55.4%의 소거능으로 항산화력의 차이를 확이한였다. DPPH 소거능 또한 100 및 200μg/ml 농도에서는 100%에 가깝게 소거되었으며, 50μg/ml 농도에서 HGF는 89.6%로 HG의 82.5% 소거능 보다 항산화력이 증가 하였고, 10μg/ml 농도에서도 HGF 72.7%, HG 61.9%의 소거능을 확인하였다. 따라서 발효를 통해 항산화 활성이 증가하였다는 것을 확인 할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            ABTS and DPPH radical scavenging activities of HGF and HG. An appropriate amount of ascorbic acid was used as a positive control. Each bar represents the mean ± S.D. from three independent experiments(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.5 compared with control and #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.05 compared with HGF and HG groups).
          
          

          

        

      

      
        4. HG와 HGF를 처리한 RAW 264.7 Cell의 생존률 및 NO 발현량에 미치는 영향
        MTS assay를 통해 RAW 264.7 cell의 생존율을 확인한 결과, HG와 HGF의 농도 10μg/ml에서 200μg/ml까지 96.5-102.8%의 세포 생존율을 보여 모두 RAW 264.7 cell에 대하여 유의적인 독성반응을 보이지 않는 것으로 확인하여 해당 농도로 NO assay를 실시하였다(Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Cell viability was determined by MTS assay. Values are the means ± SD of three independent experiments (n=3).
          
          

          

        

        농도별로 희석한 sodium nitrate 표준곡선으로 NO assay를 수행하였다. LPS로 자극한 RAW 264.7 cell에 HGF와 HG를 각각 처리한 후, nitric oxide 소거능을 확인한 결과, LPS(1㎍/ml) 처리시 NO 농도는 22.0μM 이었으나, HGF와 HG 처리군 모두 농도 비례적으로 점차 감소하는 것으로 확인하였다. HGF와 HG 모두 200㎍/ml 농도에서는 대조군과 거의 비슷한 농도를 보였다. 100㎍/ml 농도에서 HGF이 HG보다 1.4μM 함량이 더 감소된 차이를 나타내었다. 모든 농도 처리군에서도 Lactiplantibacillus plantarum 으로 발효시킬 경우 nitric oxide 생성 억제력이 더 증가된 것을 확인하였다(Fig. 6). 이를 통해 HGF와 HG의 우수한 항염증 활성을 확인하였으며, 이 결과에 근거하여 어떠한 기전으로 이러한 결과가 도출되었는지 알아보기 위해 염증성 cytokine 발현량을 측정하였다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effects of HGF and HG on LPS-induced NO generation in RAW 264.7 macrophage cells. The cells were pre-treated with LPS(1μg/mL) for 24h and then treated with various ratios of HGF and HG for 24h. Each bar represents the mean ± S.D. from three independent experiments(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.5 compared with control and #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.05 compared with HGF and HG groups).
          
          

          

        

      

      
        5. 염증성 사이토카인 발현에 미치는 영향
        Nitric oxide 생성 억제에 관여하는 요인을 확인하기 위해 염증성 cytokine인 IL-1β, IL-6 및 TNF-α의 발현량을 측정하였다. IL-1β의 경우 두 시료 모두 농도 의존적으로 발현량이 감소하는 것을 확인하였고, HGF가 HG에 비해 19.3 pg/ml을 더 감소시키는 것으로 확인하였다. IL-6의 경우이서도 농도 의존적으로 발현량이 감소하였으며, HGF가 HG에 비해 103.0pg/ml을 더 감소시켰다. 종양괴사인자인 TNF-α의 발현량을 측정하였을 때, 두 시료 모두 큰 폭으로 발현량을 감소시키지는 못하였지만, HG에 비해 HGF가 164.1 pg/ml이 감소한 것을 확인하였다(Fig. 7).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Effects of HGF and HG on IL-1β (A), IL-6 (B), and TNF-α (C) generation in LPS-induced in RAW 264.7 macrophage cells. The cells were pre-treated with LPS(1μg/mL) and then treated with various ratios of HGF and HG for 24h. Each bar represents the mean ± S.D. from three independent experiments(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.5 compared with control and #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.05 compared with HGF and HG groups).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      피부미용은 예로부터 여성들의 꾸미기 위한 목적으로 주로 행해져 왔으며, 관심도가 낮은 분야였다. 대부분의 사람들은 금전적, 시간적 여유가 많지 않아 피부미용에는 신경을 쓰지 못하는 현실이었으나 차츰 사람들의 삶의 질이 높아지며 피부 미용에 대한 관심도도 함께 높아지게 되었다. 피부에 염증성 질환을 일으키는 균으로는 황색포도상구균으로 불리는 S.aureus와 S.epidermidis, S.pyogens 등이 알려져 있으며, 여드름 유발 균으로는 C.acnes 가 알려져있다16). 절대혐기성 세균인 C.acnes는 모공이 막혔을 경우 모공 내에서 증식하며 lipase를 분비하여 피지의 주요 구성성분인 triglyceride를 free fatty acid로 분해하고, 이는 모낭 벽의 상피세포를 자극하여 미세 면포를 형성하며, 계속해서 각질과 피지가 분비됨으로서 모낭벽이 얇아지고 염증을 일으키게 된다. 여기서 염증반응이 계속 일어나게 되면 피지 및 노폐물이 모공 내벽을 찢고 피부 내부로 들어가 고름이 차있는 상태인 농포를 형성하여 염증을 악화시켜 더욱 심한 통증을 느끼게 된다17). 이러한 여드름의 약물 치료는 피지의 과잉 생산을 억제하거나 C.acnes균의 증식억제 또는 염증반응의 억제에 중점을 두고 개발되어지고 있으며, 현재는 여드름이 발생한 부위에 국소적으로 약을 도포하거나 내복약을 통한 치료약이 사용되어지고 있다. 그러나 이러한 약물치료는 인체에 무리를 주고 항생제 내성 등의 부작용이 있어 문제가 되고 있다18-19). 외과적으로 피부 박피술, 레이저 시술, 냉동치료 등의 물리적인 요법이 있지만 이는 흉터가 생기고 이를 교정하기 위해서는 비용이 많이 들어간다는 단점이 있다20). 이러한 단점을 보완하기 위해 부작용이 적고 안정성이 확보된 천연물을 이용한 치료방법이 연구되어지고 있으며21), 이러한 천연물을 발효를 통해 생리활성을 증가시키는 방법에 대한 다양한 연구가 이루어지고 있다22). 프로바이오틱스라 불리는 인체에 유익한 유산균은 대사산물을 생성하여 병원성 균주에 대해 항균 활성을 나타내기도 하며, 항산화 및 항염증 활성 등 인체에 유익한 대사산물을 생성하는 것으로 알려져 있다. 이러한 프로바이오틱스는 독성이 없고 비병원성 균주이고 우리나라의 전통식품인 김치나 된장 같은 발효식품에 풍부하게 함유되어있으며, 항생제 사용, 알콜의 과잉섭취, 스트레스, 질병, 독성물질 노출 등의 상황에 인체가 균형을 유지할 수 있도록 하는 역할을 한다. 항생제를 섭취하게 되면 유해균은 물론 유익균도 죽게 되는데 프로바이오틱스 균주를 이용하면 섭취 시에는 감소된 유익균을 증가시킬 수 있고, 프로바이오틱스 자체만으로도 유해균의 생육을 억제할 수 있다23,24). 앞서 말한 우리나라 전통식품에서 흔하게 발견되어지는 대표적인 프로바이오틱스 유산균인 L. plantarum는 발효식품 뿐만 아니라 각종 식물군, 심지어 인간의 타액에서도 발견되어진다. 또한 통성혐기성 균주이며 내산성, 내담즙성 및 내열성이 우수하여 생육 계수가 높고 항염증 및 항산화 활성에 관한 연구가 활발하게 이루어 지고 있는 균주이다33). 이러한 프로바이오틱스 유산균인 L. plantarum을 이용하여 발효한 황련해독탕 가미방은 성공적으로 피검균주에 대한 생육 억제능을 확인하였으며 이는 HGF의 우수한 항균활성을 통해 화장품 또는 피부질환 치료소재로서의 응용가능성이 매우 높음을 시사한다.

      황련해독탕은 황련, 황금, 황백, 치자를 이용하는 처방으로 급성 염증, 폐렴, 고혈압 및 종독 증상에 쓰이며 아토피성 피부염, 습진 등 피부질환에 사용하는 것으로 알려져 있다. 황련, 황금, 황백은 phellodendrine과 berberine 성분과 같은 알칼로이드가 다량 함유되어 있어 항균작용이 뛰어나고, 치자 또한 피부미백 효과 및 항염증 효과가 있는 것으로 알려져 있다. 이러한 약재들의 복합 처방인 황련해독탕은 염증성 사이토카인인 IL-6의 발현량을 억제시키는 것으로 보고되었으며, S.aureus에 대한 생육 억제능 또한 널리 알려져 있다4-6). 금은화는 인동초 luteolin, saponin과 같은 유효물질을 가지고 있으며 항균, 항염증 효과를 가지고 있다25). 청나라의 연수방단(燕守方丹)에는 금은화는 피부를 촉촉하게 하고 젊어지게 한다고 적고 있으며, 현대사회에서도 피부 미백 등의 효능이 보고되어있다. 연교는 의성개나리의 열매로 해독작용 및 알레르기성 천식에 사용한다고 알려져 있으며, Olinic acid, forsytol 등의 유효물질을 함유하고 있다26). 정향은 정향나무의 꽃봉우리로 청열해독, 항균, 항바이러스, 소염작용에 사용하고, Decanoyl acetaldehyde, Methyl nonylketone, α-Pinene, Myrcene, Limonene 등의 유효물질이 풍부하게 함유되어 있는 것으로 알려져 있다27). 팔각회향은 팔각회향의 열매로 활혈, 청열, 해독, 항균, 항진균 활성이 알려져 있으며 Acetylshikonin 등의 물질을 함유하고 있으며 의약품에 자주 사용되어지는 약재중 하나이다28). 이러한 약제들의 복합처방인 HG는 그 자체만으로도 우수한 항산화 활성을 보여주었으며 발효 시 항산화능이 증가한 것으로 미루어 보아, 이와같은 항산화 활성 향상을 통해, 기능성 식품, 기능성 화장품, 의약품 개발에 사용할 수 있을 것으로 판단되었다.

      Nitric oxide(NO)는 원래 염증성 기능과 항염증성 기능을 동시에 하는 것으로 알려져 있는데, NO의 생체 내 과다 생성은 오히려 세포독성을 가지게 되며, 세포를 파괴하고 shock를 일으키며, 염증반응을 촉진하여 조직의 손상을 유발하는 것으로 알려져 있다. Interleukin-1β(IL-1β)의 주요 기능은 TNF-α와 유사하나 감염이나 외부의 자극에 대한 숙주의 염증반응 매개자로 알려져 있다. IL-1β는 여러 가지 생성 유도물질의 자극을 통해 대식세포, NK cell, T-cell, B-cell 등 다양한 세포들로부터 생성되며, TNF-α와 동일하게 과다 발현시 류머티스성 질환이 발생하는 것으로 알려져 있다29). Interleukin-6(IL-6)는 선천면역과 적응면역 모두에서 기능을 나타내는 사이토카인이다. IL-6는 다기능성 사이토카인으로 대식세포, T-림프구와 B-림프구에서 주로 생성되며 대표적인 기능으로는 조혈세포 및 신경세포의 증식과 분화 및 면역반응 등에 관여하며, IL-6가 과다하게 분비될 경우 림프계 종양과 다양한 면역이상 증상이 발생하는 것으로 알려져 있다30). 종양괴사 인자(tumor necrosis factor, TNF-α)는 병원성 미생물에 의한 급성 염증반응의 매개자이며, 중증 감염 형태인 전신적인 합병증의 원인이 된다. TNF-α는 종양에 대하여 출혈성 괴사를 일으키는 혈청인자와 염증을 통한 생체방어 체계에 관여하는 사이토카인으로도 알려져 있다. TNF-α 기능으로는 항균활성, 항종양활성, 분화 증식 조절작용, 염증반응에 따른 면역작용 등이 보고되어 있으나, 과도한 분비시 류마티스성 질환의 원인이 되기도 한다31). MTS assay을 통해 황련해독탕의 안전성을 확인하였으며, NO의 발현량 감소로 보아 염증 반응을 조절할 수 있다는 결과를 도출하였다. NO 생성에 관여하는 요인인 염증성 사이토카인의 발현량 또한 유의적으로 감소된 것으로 보아 염증인자 조절에 관여한다는 결과를 얻었다. 사이토카인은 면역계와 염증에 있어서 세포사이의 신호전달을 담당하는 단백질로서 중요한 매개자 역할을 담당한다. IL-1β, IL-6, TNF-α 등 사이토카인 저해제를 투여하는 것은 면역 질환 및 염증 질환과 관련된 생물학적 반응을 변화시킬 잠재적인 접근 방법이 될 수 있다32). 이와 같은 결과로 미루어 볼 때, Lactiplantibacillus plantarum 발효를 통해 내재적 염증물질의 생산억제능이 증가함으로서 유산균이 항염증 활성에 증정적 영향을 주는 것으로 사료되었으며, 이를 통해 염증성 피부질환의 치료에도 응용이 가능할 것으로 판단되어지며, 향후 위의 실험결과를 참고하여 미백, 항아토피, 보습, 주름개선등의 추가 연구가 진행되어야 할 것으로 판단되었다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 프로바이오틱스 유산균인 Lactiplantibacillus plantarum으로 발효한 황련해독탕 가미방과 황련해독탕 가미방의 항균 및 항산화, 항염증 활성을 비교 측정하였다.

      NO 생성 억제능이 우수한 Lactiplantibacillus plantarum 균주를 선발하여 황련해독탕 가미방을 발효하였으며, 5.8×107CFU/ml으로 높은 생육도 또한 확인 하였다. HGF 와 HG를 동결건조 하여 각각 27.6%, 25.7%의 수율로 시료를 얻어 10, 50, 100, 200μg/ml 농도로 희석하여 실험하였다.

      항균 활성 측정결과, HG는 S.aureus 피검균만을 약간 억제시켰으나, HGF는 C.acnes와 S.aureus 피검균에서 모두 생육억제환을 형성하여 발효를 통해 항균력이 증가함을 확인하였다.

      항산화 활성 측정에서 HG와 HGF 모두 우수한 항산화 활성을 확인하였으며, HGF가 HG에 비해 ABTS, DPPH 라디컬 소거능이 각각 4.7%, 12.2%의 소거능을 추가적으로 가지는 것을 확인하였다.

      MTS assay를 통해 RAW 264.7 cell의 생존율을 확인한 결과, HG와 HGF의 농도 10μg/ml에서 200μg/ml까지 96.5-102.8%의 세포 생존율을 확인하여 안전성을 확보하였고, NO assay를 통해 NO 생성 억제를 확인하여 염증성 사이토카인 발현량 억제를 ELISA assay로 확인하였다. IL-1β, IL-6, TNF-α를 확인한 결과, 발효를 통해 각각 19.3, 103.0, 164.1pg/ml을 추가로 억제하는 것을 확인하여 기능성 화장품 조성물로서의 잠재력을 확인하였다.
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