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ABSTRACT 

 

In order to investigate functional characterization of callus extracts of apple ‘Hirosaki’ 

for cosmetic materials, conditions for callus induction and proliferation were optimized and 

activities of its extracts regarding to anti-oxidation, wrinkle improvement, hair growth, skin-

whitening, and anti-inflammatory effect were tested.  

For callus induction, segments cut from newly developed stem were used as explants, 

and cultured on MS solid media containing different concentration of 2,4-D and BA. As the 

result, yellow and friable callus was induced in combinations of 0.1-1.0 mg/L 2,4-D and 0.1-

1.0 mg/L BA. Among those 0.5 mg/L 2,4-D and 1.0 mg/L BA combination was best for 

callus proliferation as well as callus induction. 

In the activity test of callus extract to skin improvement, anti-oxidative activity 

measured by DPPH radical scavenging was very low comparing to positive control of Trolox 

treatment, and skin-whitening activities which were estimated by inhibition of melanin 

production in mouse B16 melanoma cell and HeMn cell were not significantly changed. 

However, the callus extract affected to the activities for wrinkle improvement, hair growth 

and anti-inflammatory effect. The callus extract showed similar activity with TGF-β used as 

positive control at 50 ug/mL concentration in the test of wrinkle improvement effect, and 

increased 40% of hair growth activity measured by growth stimulation of hair follicle dermal 

papilla cell. Especially, in case of anti-inflammatory effect, callus extract inhibited about 50% 

of COX-2 expression which was known as response for intermediating inflammation, and 

about 70% of eotaxin-1 production which was increased by skin inflammation, although NO 

production was not inhibited.  

Through this study, it was suggested that the callus induced from stem of apple 
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‘Hirosaki’ had active compounds for wrinkle improvement, hair growth and anti-

inflammatory effect, and might possess a potential for developing cosmetic materials. 
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서 론 

 

과학이 발전함에 따른 인간의 수명 연장과 삶의 질의 향상으로 인해 

건강하고 여유로운 삶을 추구함과 동시에 아름다움과 젊음을 유지하고자 하는 

욕구 충족을 위해 화장품에 대한 관심은 날로 증가하고 있다. 이로 인해 기능성 

화장품은 미용뿐만 아니라 노화예방, 질병치료 등의 기능도 포함된 다기능성 및 

고기능성의 개념을 추구하고 있으며, 그에 따른 신소재 개발이 강하게 요구되고 

있다.  

최근 화장품 산업의 시장규모는 급격하게 증가하여 정밀화학 산업 

분야에서는 의약품 산업 다음으로 거대한 시장을 형성하고 있으며, 질적 삶을 

추구하는 현대의 가치개념 변화가 앞으로 기능성 화장품의 수요를 더욱더 

증가시킬 것으로 예상하고 있다.  

이러한 화장품 산업은 시장변화에 민감하고 기호와 유행에 따라 빠르게 

변화하며 화장품의 재료가 곧 제품의 마케팅과 클레임 문제와 연결되어있기 

때문에, 소비자에게 안정하고 기능적인 제품을 제공함과 동시에 혁신적이고 

유행에도 대응할 수 있는 제품개발을 위한 활성성분의 발굴은 지속적으로 

요구되고 있다[1].  

주로 의약품, 식품, 농업의 생명과학 분야가 화장품 산업에 영향을 미치게 

되면서, 과학 분야는 오래 전부터 화장품에 들어가는 재료에 대한 원천이 되어 

왔었다. 이러한 분야의 지식과 기술의 노하우가 화장품 산업에 이전되면서, 

화장품 산업에 사용되는 재료들은 점차 자연으로부터 유래된 천연 물질로 

변화하였다[2]. 또한 최근에는 화장품 재료로 유전자변형 식물이나 박테리아 
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유래의 성분들은 소비자들이 선호하지 않으며, 인간을 포함한 동물 유래의 

성분들은 법적으로 사용이 제한되어 대부분의 원료는 식물이나 합성 물질이 

사용되고 있다. 따라서 많은 화장품 연구 개발 그룹에서는 소비자 및 법률 요구 

사항을 충족시키기 위해 원료의 개발 방법으로 식물 세포배양과 같은 생명공학 

기술을 이용하고 있다[1]. 

식물의 2차 대사산물은 작은 분자량을 갖는 물질로 식물의 생장과 발달에 

직접적으로 영향을 주지는 않지만, 식물이 환경에 적응할 수 있도록 도움을 

준다[3]. 이러한 2차 대사산물의 생리활성 때문에 식물추출물은 의약품 

분야에서 재료로 이용되고 있으며, 농업 분야에서는 천연 살균·살충제로, 

식품에서는 조미료·색소로, 화장품 분야에서는 천연 향료나 오일로 다양한 

산업분야에서 사용되고 있다[4]. 특히 화장품 분야에서의 식물추출물은 보습, 

미백, 태닝, 색조, 자외선 차단, 항산화, 주름 개선, 면역 증강, 세안, 방부제, 

점증제 등 다양한 목적으로 이용되고 있다[5]. 

이렇게 다양한 산업 분야에서 식물의 2차 대사산물을 이용하기 위해서는 

많은 양의 식물 재료가 필요로 하지만, 식물 재료의 생산에는 지리적 불안정성과 

가뭄, 병해충과 같은 많은 환경적인 요인의 영향뿐만 아니라 파종에서 

수확까지의 긴 재배기간, 고수익을 갖는 품종 선택의 어려움, 재배방법이나 계절 

변화로 인한 질적 차이 등의 문제로 안정적인 재료 공급에 많은 어려움이 

따른다[6]. 특정 대사산물의 경우에는 유기합성이 가능하여 식물 재료 없이 

화학적인 방법으로 생산하기도 하지만, 대부분의 유기합성은 과정이 복잡하고 

경제적으로도 효율이 낮아 산업적으로 실현하기에 어려움이 많다. 이러한 이유로 

인해 대사산물을 대량생산하기 위한 재료 확보에 있어서 경제적이면서 환경의 
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영향 없이 지속적으로 생산 가능한 시스템 개발에 많은 관심이 집중되어 왔는데, 

이런 점에서 식물세포배양은 환경의 영향을 최소화 할 수 있을 뿐만 아니라 

경제적으로도 많은 비용을 절감할 수 있는 새로운 재료 확보 시스템으로 주목 

받고 있다[4].  

식물세포배양 시스템은 관행재배 (Conventional cultivation)와 달리 다음과 

같은 여러 장점이 있다. 첫째, 기후나 토양과 같은 환경적 요인과 대사산물에 

영향을 주는 미생물, 곤충과 같은 생물적 요인들의 영향을 최소화 할 수 있어 좀 

더 균일하고 일관성 있는 재료를 생산할 수 있다. 둘째, 일반적인 식물 재배와 

달리 배양환경을 쉽게 조절함으로써 계절에 상관없이 지속적으로 수확 가능하고 

비용 또한 감소시킬 수 있다. 셋째, 물리적 조건의 최적화(배지 구성성분, 

생장조절제, pH, 빛 등)나 생산성이 높은 세포주의 선택, 전구체의 추가를 통해 

배양조건을 최적화함으로써 기능성 물질의 생산성을 극대화 할 수 있다. 넷째, 

형질전환이나 고정화배양 기술을 통해 생산효율을 증대할 수 있다[6, 7]. 이로 

인해 최근에는 식물세포배양 시스템을 이용한 paclitaxel (Taxus spp.), 

berberine (Coptis japonica), 인삼 사포닌 (Panax ginseng) 및 식물 다당류 

(Polianthes tuberose 등)와 같은 물질이 상업적으로 생산되고 있다[8].  

위에서 언급한 바와 같이 의약품 원료나 활성물질 대량생산 등에는 

식물세포 배양 기술이 많이 이용되고 있지만, 아직 화장품 산업에서 식물 

세포배양을 이용하여 화장품 소재를 생산하는 것은 극히 일부가 알려져 있다. 

Shikonin은 Mistui Petrochemical 사에 의해 Lithospermum erythrorhizon 

세포 배양을 통해 생산되어 립스틱의 안료로 사용되고 있으며[9-11], 안료 

Carthamin은 Kibun 사에서 홍화 (Carthamus tinctorius)의 세포배양 원료를 
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사용하여 제품화하였다[12, 13]. 피부의 멜라닌 합성을 억제하는 미백 소재인 

Arbutin은 Carthamus tinctorius의 세포배양시 hydroquinone을 넣어줌으로써 

효율적으로 생산하게 되었고, Mistui Petrochemical 사에 의해 상업적으로 

제품화 되어있다[14, 15].  

최근에는 이러한 식물 세포 배양을 통해 생산된 대사산물뿐만 아니라, 

화장품 소재로서 식물의 탈분화 세포인 캘러스의 이용에도 관심이 높아지고 

있다. 국내 연구로는 알로에베라, 개똥쑥 캘러스 추출물의 항염증 활성이 

보고되었고, 은행과 홍경천의 캘러스 추출물에서는 항산화 활성이 보고되었으며, 

가가이모과잎 캘러스 추출물은 항비만 효과가 보고되었다[16-20]. 또한 국내 

특허로는 산삼, 토마토, 녹차 등 20여종의 식물 캘러스 추출물이 화장품 

조성물로 등록되어 있다[21]. 

사과는 장미과에 속하는 식물로 carotenoids, flavonoids, isoflavonoids, 

phenolic acids와 같은 phytochemical이 풍부한 것으로 알려져 있다. 역학적 

연구를 통해 사과의 섭취가 폐암, 심혈관 질환, 천식, 당뇨병에 걸릴 위험성을 

줄여주는 것과 연관이 있는 것으로 알려져 있으며, in vitro 연구를 통해서는 

사과의 강력한 항산화 효과로 인해 암 세포 증식과 지질 산화를 억제시키고, 

콜레스테롤을 감소시키는 것으로 보고되어 있다. 이러한 사과의 항산화 물질로는 

quercetin-3-galactoside, quercetin-3-glucoside, quercetin-3-rhamnoside, 

catechin, epicatechin, procyanidin, cyanidin-3-galactoside, coumaric acid, 

chlorogenic acid, gallic acid, phloridzin 등이 알려져 있다[22]. 

화장품소재로서의 사과에 관한 국내연구로는 과육, 과피, 꽃잎, 미성숙과 

추출물의 효능이 보고되어 있다[23-25]. 사과의 과육과 과피 추출물에서 높은 
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항산화 활성과 미백 효능이 나타났으며, 특히 과피의 경우 주름개선 효과를 보여 

과육보다는 과피가 효능이 더 높은 것으로 보고되었다[23]. 꽃잎 추출물에서도 

항산화 활성, 미백 주름개선 효과와 여드름균으로 알려진 P. caenes에 대한 

항균 활성이 보고되었다[24]. 이러한 효능은 사과 추출물에 함유되어 있는 

다량의 페놀성 화합물로부터 기인한 것으로 판단되고 있다.  

또한 사과 세포배양재료를 이용하여 기능성 화장품도 개발된 바 있는데, 

이는 ‘Uttwiler Spätlauber’라는 스위스 사과 품종의 캘러스 추출물을 이용한 

것으로 Human stem cell의 증식 및 보호 효과, 모낭세포의 노화 억제, 

임상에서의 눈가의 주름개선 효과가 있는 것으로 알려져 있고, PhytoCellTecTM 

사에 의해 상업적으로 판매되고 있다[26].  

이처럼 사과의 캘러스 추출물에 대한 기능성 화장품으로서의 효능이 일부 

알려져 있기는 하지만, 실제로 식물 캘러스 배양은 배양 조건, 배양방식, 캘러스 

유도에 사용된 식물 조직 등에 따라 유효성분의 함량과 활성이 다른 것으로 

보고되고 있다. 은행 (Ginkgo biloba L.)의 경우 캘러스 배양 시 항산화 활성은 

암조건에 비해 광조건에서 4배 높게 나타났으며, 고체배양보다는 현탁배양에서 

4배 높은 것으로 보고되었다[18]. 또한 바질 (Ocimum sanctum L.)의 캘러스와 

캘러스유래 식물 조직의 성분을 분석해본 결과, 총 폴리페놀 함량은 잎과 

줄기에서가 각각에서 유래된 캘러스보다 높았으며 캘러스 추출물에서는 식물 

조직에 존재하는 eugenol, sinapic acid 등이 검출되지 않았고, DPPH radical 

소거능에서도 차이를 나타내었다[27].  

이러한 연구결과로 보아 다른 품종, 다른 조직으로부터 유래된 사과의 

캘러스 추출물 또한 이미 알려진‘Uttwiler Spätlauber’의 캘러스 추출물과는 
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다른 활성을 나타낼 가능성이 높은 것으로 판단하였다. 

따라서 본 연구에서는 국내에서 재배되고 있는 히로사키 (Hirosaki) 품종의 

캘러스 추출물에 대한 기능성화장품 소재로서의 새로운 효능을 탐색하는데 

목표를 두고, 히로사키 품종의 캘러스 유도와 생장률이 높은 배양조건을 

확립하여 이로부터 얻어진 캘러스의 추출물에 대한 DPPH assay를 통한 항산화 

효과와 콜라겐 생합성능 측정을 통한 주름개선 효과, 모유두 세포의 MTT 

assay 통한 발모 효과, 멜라닌 세포 (mouse B16 melanoma cell, Human 

epidermal melanocyte neonatal)의 멜라닌함량 측정을 통한 미백 효과, 염증 

유발인자인 NO, COX-2, Eotaxin-1 측정을 통한 항염 효능을 평가하였다.  
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재료 및 방법 

 

1. 식물 재료 및 캘러스 유도 

사과 캘러스 유도에는 히로사키 (Malus domestica) 품종을 이용하였다. 

캘러스 유도 조직으로는 당년생 줄기를 이용하였고, 70% 에탄올에 30초간 침지, 

중성세제로 10분간 세척, 2% 차아염소산나트륨 (Sodium hypochlorite)으로 

15분간 살균한 후 멸균수로 3회 세척하여 캘러스 유도에 사용하였다. 표면 

살균된 줄기는 두께 2-3 mm의 크기로 잘라서 0.1, 0.5, 1.0, 3.0 mg/L의 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)와 0, 0,1, 1.0 mg/L의 6-benzylaminopurine 

(BA)가 각각 혼합처리 된 MS 기본고체배지 위에 치상하였다[28]. MS 

기본고체배지는 기본배지 조성액에 3% sucrose, 0.8% agar를 첨가하였고 1 N 

KOH로 pH 5.8로 보정 후 121℃에서 15분간 고압멸균한 후 petri-dish에 

분주하여 사용하였다. 살균된 줄기 절편은 각 배양조건에 9개씩 치상하여 3회 

반복 실험하였고, 24 ± 1℃에서 암배양하여 3주 후 유도된 캘러스의 형성율을 

조사하였다. 또한 유도된 캘러스는 2,4-D와 BA가 적정농도로 혼합처리된 MS 

기본고체배지에서 3주 간격으로 계대배양하여 증식하였다.  

 

2. 캘러스 추출물 제조 

배양한 캘러스를 수확하여 40℃ Dry oven에서 48시간 건조시켰다. 건조된 

캘러스에 70% 에탄올을 시료대비 1:10 (w/v)의 비율로 첨가하여 1시간 동안 

초음파 추출을 3회 반복하였다. 이 추출물을 여과지(Whatman No.1)로 여과한 
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후, 회전감압농축기로 40℃에서 농축한 후 남은 추출액을 동결건조하였다.  

동결건조한 시료는 냉장보관하여 다음 분석에 사용하였다. 

 

3. 총 폴리페놀 함량 분석 

총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu reagent법을 응용하여 측정하였다[29]. 

캘러스 추출물 50 mg에 증류수 10 mL을 첨가하여 0.45 μm membrane 

filter로 여과하여 기질로 사용하였다. 기질용액 50 μL에 0.2 N Folin-

Ciocalteu reagent 80 μL와 7.5% Na2CO3 용액 70 μL을 첨가하여 상온에서 

2시간 반응시켰다. 흡광도는 ELISA plate Reader (Powerwave X, Bio-tek 

INC, VT)를 사용하여 760 nm에서 측정하였고, gallic acid를 이용하여 작성된 

검량선으로 총 폴리페놀 함량을 계산하였다. 

 

 

4. 피부 효능 평가 

 

4-1. 항산화 활성 분석 

히로사키 캘러스 추출물의 항산화 활성은 2,2-diphenyl-1-picrylhydrezyl 

(DPPH) radical 소거활성을 Fugita의 방법을 응용하여 측정하였다[30]. 시료를 

100% DMSO에 녹인 후 10, 50, 100, 500 μg/mL 농도 별로 희석한 희석액 

20 μL에 100 μM의 DPPH용액 180 μL를 가하여 10초간 진탕한 후 

상온에서 30분간 방치한 다음 540 nm에서 ELISA plate Reader를 사용하여 
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흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로 Trolox를 이용하였고, DPPH radical 

소거율은 아래와 같은 계산식으로 산출하여 백분율(%)로 나타내었다.  

DPPH radical 소거활성(%)= [1 - 
시료 첨가군의 흡광도

무 첨가군의 흡광도
 ] × 100 

 

4-2. 주름개선 활성 분석 

히로사키 캘러스 추출물의 주름개선 활성은 인간유래 섬유아세포 (Human  

fibroblast cells)의 콜라겐 생합성량을 측정하였다. 섬유아세포 (아주대 

피부과로부터 분양)를 10% fetal bovine serum (FBS)과 1% penicillin-

streptomycin이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)에서 

37℃, 5% CO2 조건으로 배양하고 계대 후 4-15세대 세포를 실험에 사용하였다. 

세포를 96 well plate에 1 × 104 개/well 씩 분주하여 10% FBS가 첨가된 

DMEM에서 24시간 동안 배양한 후, 100% DMSO에 녹인 시료를 FBS가 

포함되지 않은 새로운 DMEM에 1, 10, 50 μg/mL 농도 별로 첨가하여 다시 

48 시간 동안 배양하였다. 배지 중에 유리된 콜라겐의 양은 배양액을 

procollagen Type I C peptide EIA kit (Takara bio, Japan)를 이용하여 

측정하였다. 표준검량선은 콜라겐 측정키트에 포함된 표준용액을 희석한 후 450 

nm에서 ELISA plate Reader로 흡광도를 측정하여 작성하고, 이를 이용하여 

콜라겐 생성량을 산정하였다. 

 

4-3. 발모 활성 분석 

히로사키 캘러스 추출물의 발모 활성은 모유두 세포 (Hair follicle dermal 

papilla cell)의 세포증식을 MTT assay를 통하여 측정하였다. 모유두 세포 
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(Cell application Inc, USA)는 SupplementMix follicle dermal papilla cell 

GM이 첨가된 Folicle dermal papilla cell growth medium에서 37℃, 5% CO2 

조건으로 배양하였고, 계대 후 4-11세대 세포를 실험에 사용하였다. 세포를 12 

well plate에 5 × 104 개/well 씩 분주하여 24 시간 동안 배양한 후 serum-

free media로 바꾸어주고 100% DMSO에 녹인 시료를 1, 10, 50 μg/mL 농도 

별로 처리한 후 72시간 동안 다시 배양하였다. 배양이 끝난 후 전체 배지의 

1/10되는 양으로 MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide] 용액 (1 mg/mL in PBS)을 넣어주고, 37℃, 5% CO2 배양기에서 4시간 

반응하였다. 배양액을 모두 제거하고 DMSO를 500 μL씩 넣고 세포 내 형성된 

formazan을 용해시킨 후, 540 nm에서 ELISA plate Reader로 흡광도를 

측정하여 세포 증식을 확인하였다.  

 

4-4. 미백 활성 분석 

히로사키 캘러스 추출물의 미백 활성은 Mouse B16 melanoma cell과 

Human epidermal melanocyte neonatal (HeMn)을 이용하여 측정하였다. 

 

1) Mouse B16 melanoma cell 

B16 melanoma cell (ATCC, USA)을 10% FBS와 1% penicillin-

streptomycin이 첨가된 DMEM에서 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였고, 6 

well plates에 1 × 105 개/well 씩 분주한 후 24시간 동안 배양하였다. 24시간 

후 100% DMSO에 녹인 시료를 1, 10, 50 μg/mL 농도 별로 전처리하고 

72시간 동안 배양하였다. 배양 후 Phosphate buffered saline (PBS)으로 2회 
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수세한 후 트립신을 처리하여 회수하였다. 회수된 세포는 12,000 rpm 에서 5분 

동안 원심분리하여 상등액을 제거한 후, 멜라닌을 녹이기 위해 1 N NaOH를 

150 μL 첨가한 후 60℃에서 1시간 동안 반응하였다. 멜라닌 함량은 반응액을 

450 nm에서 ELISA plate Reader로 흡광도를 측정하여 산출하였다. 

 

2) Human epidermal melanocyte neonatal (HeMn) 

HeMn 세포 (Cascade Biologics, USA)를 Human Melanocyte Growth 

Supplement가 첨가된 M254 배지에서 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였고, 6 

well plates에 2 × 105 개/well 씩 분주한 후 24시간 동안 배양하였다. 24시간 

후 100% DMSO에 녹인 시료를 1, 10, 50 μg/mL 농도 별로 전처리하고, 5일 

후 PBS으로 2회 수세한 후 트립신을 처리하여 회수하였다. 회수된 세포는 

12,000 rpm 에서 5분 동안 원심분리하여 상등액을 제거한 후, 멜라닌을 녹이기 

위해 1 N NaOH를 150 μL 첨가한 후 60℃에서 1시간 동안 반응하였다. 

멜라닌 함량은 반응액을 450 nm에서 ELISA plate Reader로 흡광도를 

측정하여 산출하였다. 

 

4-5. 항염 활성 분석 

히로사키 캘러스 추출물에 대한 항염 활성은 마우스 대식세포인 RAW 

264.7 세포의 염증인자인 NO, COX-2에 대한 저해 활성과 마우스 섬유아세포인 

NIH/3T3 세포의 아토피관련인자인 eotaxin-1의 저해활성을 측정하였다. 
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1) NO 생성 저해 측정 

마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포를 10% FBS와 1% penicillin-

streptomycin이 첨가된 DMEM에서 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였고, 12 

well plate에 5 × 104 개/well 씩 분주한 후 24시간 배양하였다. 배양 후 

FBS가 포함되지 않은 새로운 DMEM로 바꾸어주고, 100% DMSO에 녹인 

시료를 1, 10, 100 μg/mL 농도 별로 전처리하여 1시간 동안 전배양시켰다. 

전배양 후 lipopolysaccharide (LPS)를 200 ng/mL의 농도로 처리하고, 14시간 

동안 배양 후 배양상등액을 회수하여 NO 생성량을 측정하였다. NO 생성량은 

아질산 및 아질산이온의 검출·정량에 사용되는 시약인 Griess (1% 

sulfanilamide, 0.1% NED [N-(1-naphthyl)-ethylenediamide dihydrochloride], 8.5% 

phosphoric acid)를 이용하여 측정하였다. RAW 264.7 세포배양 상등액과 Griess 

시약을 1:1 비율로 반응한 후 540 nm 파장에서 흡광도 측정을 통해 NO 

생성정도를 산출하였다. 

 

2) Cyclooxgenase-2 (COX-2) 저해 측정 

마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포를 10% FBS와 1% penicillin-

streptomycin이 첨가된 DMEM에서 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였고, 12 

well plate에 5 × 104 개/well 씩 분주한 후 24시간 배양하였다. 배양 후 

transfection reagent을 이용하여 COX-2 reporter vector를 transfection 

시켰다. 24시간 배양 후 FBS가 포함되지 않은 새로운 DMEM로 바꾸어준 후, 

100% DMSO에 녹인 시료를 1, 10, 100 μg/mL 농도 별로 전처리하여 1시간 

동안 전배양시켰다. 전배양 후 LPS를 200 ng/mL의 농도로 각각의 시험군에 
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처리하여 14시간 동안 배양하였다. 배양 후 세포를 수확하여 얻어진 pellet을 

50-100 μL의 reporter lysis buffer를 이용하여 얼음 안에서 1시간 

용해하였다. 1시간 후 13,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 얻어진 상층액을 

luciferase substrate solution과 1:1 (v/v)로 첨가한 다음 luminometer를 

이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

 

3) Eotaxin-1 측정 

마우스 섬유아세포인 NIH/3T3 세포를 10% FBS와 1% penicillin-

streptomycin이 첨가된 DMEM에서 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였고, 12 

well plate에 1 × 105 개/well씩 분주한 후 24시간 배양하였다. 배양 후 

FBS가 포함되지 않은 새로운 DMEM로 바꾸어주고, 100% DMSO에 녹인 

시료를 1, 10, 100 μg/mL 농도 별로 전처리하여 1시간 동안 전배양시켰다. 

전배양 후 interleukin-4 (IL-4)를 50 ng/mL 농도로 처리하여 24시간 동안 

배양 후 배양상등액을 회수하여 ELISA를 수행하여 eotaxin-1의 분비 정도를 

비교 측정하였다. 

 

5. 통계처리 

측정된 표준치는 평균±표준편차의 형태로 표시하였고, 통계의 유의성은 

Duncan test를 이용하여 p<0.05 이하일 경우 유의 하다고 판단하였다. 
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결과 및 고찰 

 

1. 캘러스 유도 및 증식 

히로사키의 줄기 절편을 2,4-D와 BA가 혼합처리 된 MS고체배지에 치상한 

후 암배양 조건에서 3주 째 배양한 결과는 Figure 1로 나타내었는데, 

Figure에서 보는 바와 같이 캘러스 유도율은 0.1-1.0 mg/L의 2,4-D와 0.1-

1.0 mg/L의 BA 조합처리에서 가장 양호한 것으로 확인되었다. 또한 캘러스 

유도에 있어서 생장조절제 2,4-D와 BA의 농도는 매우 중요한 것으로 

확인되었는데, 2,4-D의 경우는 0.1-1.0 mg/L 농도범위에서는 큰 차이를 

보이지 않았지만 3.0 mg/L에서는 캘러스 유도율이 낮아지는 것으로 보아 

고농도의 2,4-D는 캘러스 유도를 저해하는 것으로 사료되었다. 그리고 2,4-D와 

BA를 혼합처리 했을 때가 2,4-D를 단독으로 처리했을 때보다 높은 캘러스 

유도율을 나타내는 것으로 보아 BA 처리가 히로사키의 캘러스 유도에 중요한 

역할을 하는 것으로 판단되었다. 

사과의 캘러스 배양은 이미 보고된 Uttwiler Spätlauber 품종의 경우와 

같이 주로 열매유래 캘러스를 이용해 왔기 때문에 본 연구에서도 열매로부터 

캘러스 유도를 시도해 보았다. 하지만, 열매로부터의 캘러스 유도에는 2달 

이상의 기간이 소요되었고, 초기 캘러스의 증식 또한 매우 느리다는 단점이 

있었다. 이로 인해 본 연구에서는 줄기유래 캘러스를 사용하였으며, 기존의 

캘러스 유도 조직과 다른 캘러스 유도 조직을 사용함으로써 추출물의 활성 

차이를 기대해 보았다. 

캘러스 유도가 가장 양호한 0.5 mg/L 2,4-D와 1.0 mg/L BA 혼합처리 
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조건의 캘러스 유도 과정은 Figure 2 에 나타내었는데, Figure 에서 보는 바와 

같이 캘러스는 배양 3일 후부터 줄기 절편으로부터 유도되었으며 배양 21일 

후에는 노란색의 캘러스가 다량 증식되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 캘러스의 

증식은 0.5 mg/L의 2,4-D와 1.0 mg/L BA 혼합처리 된 조건에서 가장 

우수하였으며, 캘러스는 노란색의 부스러지기 쉬운 형태를 나타내었다 (Figure 3). 

캘러스의 형태와 증식은 생장조절제의 농도에 따라 차이를 보였는데, 2,4-D 

단독처리 시에는 캘러스가 흰색을 띄며 수분함량이 많은 캘러스가 형성되었고 

증식이 거의 일어나지 않는 반면, 2,4-D와 BA를 혼합처리 시에는 노랗고 

부스러지기 쉬운 캘러스가 형성되었으며 증식이 빠른 것을 확인할 수 있었다. 

따라서 본 연구에서는 0.5 mg/L 2,4-D와 1.0 mg/L BA가 혼합처리 된 

배지에서 유도된 캘러스를 같은 조건에서 3주 간격으로 배양한 후, 화장품 

소재로서의 활성 분석을 위한 추출물 제조에 이용하였다. 
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Figure 1. Effect of different concentrations of 2,4-D (0.1, 0.5, 1.0, 3.0 mg/L) and BA (0, 

0.1, 1.0 mg/L) on callus induction from stem explant of Hirosaki. 
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Figure 2. Callus induced from stem cultured on the MS media containing 0.5 mg/L 2,4-D 

and 1.0 mg/L BA. A: Stem explant. B: After 3 days. C: After 21 days. 

 

 

 

 

Figure 3. Friable and yellow callus induced from stem on the MS media containing 0.5 

mg/L 2,4-D and 1.0 mg/L BA. Scale bar= 0.2 cm.  
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2. 캘러스 추출물 

히로사키 캘러스를 MS고체배지에서 3주간 배양하여 생중량 28.42 g의 

캘러스를 수확하였다. 이를 40℃ Dry oven에서 48시간 건조시킨 후 건중량 

3.21 g을 얻었으며, 건조된 시료에 70% 에탄올을 30 mL 첨가하여 1시간 동안 

초음파 추출을 3회 반복하였다. 추출물을 여과지로 여과하고 회전감압농축기로 

40℃에서 농축시킨 후, 남은 추출액을 동결건조한 결과 약 1.30 g의 

고형추출물을 얻을 수 있었다 (Figure 4). 따라서 캘러스 생체중으로부터 

고형추출물의 수율은 약 4.6%임을 확인할 수 있었다. 

 

 

Figure 4. Scheme of the extraction processing to construct extracts of Hirosaki callus. 
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3. 캘러스 추출물의 총 폴리페놀 함량 

히로사키 캘러스 추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정하여 본 결과, 5.94 mg 

GAE/g으로 나타나 캘러스 추출물의 폴리페놀 함량은 매우 낮은 것으로 

확인되었다.  

 

 

4. 캘러스 추출물의 피부 효능 

 

4-1. 항산화 활성 

피부는 자외선 노출로 free radical인 활성 산소종 (reactive oxygen 

species, ROS)이 생성되어, 탄력감소, 주름살 및 기미, 주근깨와 같은 피부 

노화를 야기시키는 것으로 알려져 있다. 이들 반응은 대부분 라디칼 반응으로 

자동산화반응을 거쳐 진행되는데, α-tocopherol, L-ascorbic acid와 같은 

항산화제에 의해 radical이 소거되면서 반응이 종결된다[31]. 그 중 안정화된 

구조의 라디칼인 DPPH 반응은 항산화 활성을 측정하는데 보편적으로 사용되는 

방법으로, 히로사키 캘러스 추출물의 항산화 활성도 DPPH radical 소거능을 

이용하여 측정하였으며, 그 결과는 Figure 5 에 나타낸 것과 같다. 양성 

대조군인 Trolox는 10 μg/mL의 농도에서 약 85%의 소거능을 보인 반면, 

캘러스 추출물은 500 μg/mL에서 약 14%의 낮은 소거능을 나타내어 항산화 

활성이 매우 낮은 것으로 확인되었다.  

바질의 줄기유래 캘러스의 경우 420 μg/mL의 농도에서 50%의 DPPH 

radical 소거능을 나타내었으며, 식물 조직(잎, 줄기)과 캘러스 추출물의 
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폴리페놀 함량이 DPPH radical 소거능과 서로 상관관계가 있음이 보고된 바 

있다[27].  

 따라서 폴리페놀 화합물이 DPPH radical 소거활성과 같은 항산화 활성에 

중요한 인자로 작용한다는 것을 근거로 본다면, 히로사키 캘러스 추출물의 

경우는 폴리페놀에 기인한 높은 항산화 활성은 기대하기 어려운 것으로 

판단되었다[32].  
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Figure 5. DPPH radical scavenging activities of Hirosaki callus extracts. Trolox was 

used as positive control. Data are expressed as means±S.D.. Significant differences 

compared with the control values are determined using Duncan’s test (*p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001).  
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4-2. 주름개선 활성 

외부로부터의 자극에 대해 피부를 보호, 유지하는 콜라겐은 피부의 장력과 

강도를 부여하기 때문에, 콜라겐의 감소는 피부노화 및 주름생성과 관계되어 

있다[33]. 따라서 히로사키 캘러스 추출물의 주름개선 활성을 사람의 

섬유아세포에 대한 콜라겐 생합성능으로 측정하여 콜라겐 합성 촉진 효과를 

조사하여 보았다. 그 결과, Figure 6에 나타낸 것과 같이 시료를 처리하지 않은 

대조군의 콜라겐 생합성량을 100%로 보았을 때 캘러스 추출물은 대조군에 비해 

50 μg/mL 농도에서 콜라겐 생합성량이 약 14% 증가하는 것으로 확인되었다. 

이것은 양성대조군인 TGF-β를 10 ng/mL 농도로 처리했을 때와 비슷한 

수준의 활성이었다. 이러한 결과로 미루어 볼 때 히로사키 캘러스 추출물은 50 

μg/mL 농도 수준에서 콜라겐 생합성을 촉진하는 주름개선 활성이 있는 것으로 

사료되었다.  
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Figure 6. Effect of Hirosaki callus extracts on the collagen synthesis in human 

fibroblast cells. TGF-β was used as positive control. Data are expressed as means±S.D.. 

Significant differences compared with the control values are determined using 

Duncan’s test (*p<0.05). 
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4-3. 발모 활성 

모유두 세포 (dermal papilla cells)는 모낭 아래쪽에 위치하여 모발의 발생, 

성장과 주기를 조절하는 역할을 담당하며, 모유두 세포의 증식은 발모 활성을 

측정하는 하나의 방법으로 이용되고 있다[34]. 따라서 히로사키 캘러스 

추출물의 발모 활성도 모유두 세포의 증식을 조사하여 확인하였으며, 모유두 

세포의 증식은 MTT assay를 통하여 확인하였다. Figure 7은 대조군에 대한 

캘러스 추출물 처리구의 상대적 증식 활성을 비교하여 나타낸 것인데, 여기에서 

보는 바와 같이 모유두 세포의 증식은 캘러스 추출물을 1, 10 μg/mL 농도 

수준에서 처리하였을 때에는 대조군과 큰 차이를 보이지 않았지만, 50 μg/mL 

농도에서는 약 40% 증가되는 것을 확인할 수 있었다. 이는 히로사키 캘러스 

추출물이 모유두 세포의 증식을 촉진하는 발모 활성을 가지고 있기 때문인 

것으로 판단되었다. 
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Figure 7. Relative growth stimulations of hair follicle dermal papilla cells by Hirosaki 

callus extracts. Data are expressed as means±S.D.. Significant differences compared 

with the control values are determined using Duncan’s test (*p<0.05, **p<0.01). 
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4-4. 미백 활성 

멜라닌은 사람의 피부에서 자외선 조사 등 환경에 의한 피부 손상을 

막아주는 역할을 하지만, 과잉생성은 기미, 주근깨, 피부 반점을 유발하며 

멜라닌 전구물질의 독성으로 인한 세포의 사멸 및 피부암 생성이 촉진되기도 

한다[35]. 히로사키 캘러스 추출물의 미백 활성은 이러한 멜라닌 함량을 

측정하여 멜라닌 합성의 저해 활성 여부를 조사함으로써 확인하였는데, 멜라닌 

함량 변화 분석에는 마우스와 인간의 멜라닌 세포를 각각 이용하였다.  

히로사키 캘러스 추출물을 마우스 B16 melanoma cell에 농도 별로 

처리하여 멜라닌 합성 저해 정도를 측정한 결과, Figure 8에서 보는 바와 같이 

캘러스 추출물을 1, 10 μg/mL 농도 수준으로 처리한 세포의 경우 멜라닌 

함량은 대조군에 비해 다소 증가하는 경향을 보였으나, 50 μg/mL에서는 소폭 

감소되는 것으로 나타났다. 하지만 통계적으로 유의성은 없는 것으로 확인되었다.  

히로사키 캘러스 추출물을 HeMn 세포에 처리하였을 때에는 시료를 

처리하지 않은 대조군에 비해 캘러스 추출물을 1, 10, 50 μg/mL 농도 

수준으로 처리한 경우 멜라닌 함량이 각각 94%, 93%, 85%로 농도의존적으로 

감소하는 것을 확인할 수 있었다(Figure 9). 하지만 멜라닌 합성 저해 활성은 

그리 높지 않은 것으로 확인되었다. 

이러한 결과로 볼 때, 히로사키 캘러스 추출물은 마우스 B16 melanoma 

세포와 HeMn 세포에서 멜라닌 합성 저해 활성이 있기는 하지만 그 효과는 

미비한 것으로 판단되어 멜라닌 합성 저해를 통한 미백 활성을 기대하기는 

어려울 것으로 사료되었다.  
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Figure 8. Effect of Hirosaki callus extracts on melanin content in mouse B16 melanoma 

cells. Data are expressed as means±S.D..  
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Figure 9. Effect of Hirosaki callus extracts on melanin content in HeMn. Data are 

expressed as means±S.D.. Significant differences compared with the control values are 

determined using Duncan’s test (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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4-5. 항염 활성 

염증은 유해한 자극에 대한 몸의 생리적 방어 반응으로, 지속적인 염증 

반응은 점막 손상을 촉진시켜 결과적으로 통증, 부종, 발적, 발열 등을 

일으킴으로써 기능장애를 유발한다[36, 37]. 히로사키 캘러스 추출물의 항염 

활성은 염증인자 NO, COX-2 및 eotaxin-1의 저해 활성을 분석하여 

조사하였다. 

 

1) NO 생성 저해 

LPS에 의해 NO 생성이 활성화된 RAW 264.7 세포에 캘러스 추출물을 1, 

10 μg/mL 농도 수준으로 처리하였을 때 NO 생성량은 LPS만 처리하였을 때와 

큰 차이를 나타내지 않았으며, 100 μg/mL 농도 수준으로 처리하였을 때는 

다소 감소하여 경향을 보이기는 하였으나, 통계적으로 유의성은 없는 것으로 

확인되었다(Figure 10). 따라서 히로사키 캘러스 추출물의 NO 생성에 대한 

저해 활성은 거의 없는 것으로 확인되었다.   
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Figure 10. Effect of Hirosaki callus extracts on nitrite production induced by LPS in 

RAW 264.7 cells. Data are expressed as means±S.D..  
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2) Cyclooxgenase-2 (COX-2) 저해 

LPS에 의해 COX-2 발현이 활성화된 RAW 264.7 세포에 캘러스 추출물을 

처리한 후 COX-2 저해활성을 분석하여 본 결과, Figure 11에 나타낸 바와 

같이 COX-2 발현은 캘러스 추출물 처리농도에 의존적으로 감소하는 것을 

확인할 수 있었다. 특히, 100 μg/mL의 농도에서는 COX-2 발현양이 50% 

정도 감소하는 것으로 나타나 높은 저해활성이 있는 것으로 확인되었다.  

이는 NO가 COX-2의 활성을 촉진시키는 것으로 알려져 있으나, 캘러스 

추출물이 NO 생성에는 저해활성을 거의 보이지 않았고 COX-2 발현에는 

저해활성을 나타내었다[38]. 이러한 결과를 토대로 볼 때, 히로사키 캘러스 

추출물의 항염 활성은 NO 생성과는 무관하게 염증 원인 물질인 prostaglandin을 

합성하는 COX-2의 활성을 저해함으로써 나타낼 가능성이 높을 것으로 

확인되었다. 하지만 히로사키 캘러스 추출물의 항염 활성에 대한 명확한 

작용기작을 규명하기 위해서는 좀 더 구체적인 연구가 필요할 것으로 

사료되었다.  
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Figure 11. Effect of Hirosaki callus extracts on COX-2 expression induced by LPS in 

RAW 264.7 cells. Data are expressed as means±S.D.. Significant differences compared 

with the positive control values (COX-2 expression induced by LPS in RAW 264.7 cells) 

are determined using Duncan’s test (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).  
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3) Eotaxin-1 측정 

Eotaxin-1 생성 저해 활성은 IL-4에 의해 eotaxin-1 생성이 활성화된 

NIH/3T3 세포에 캘러스 추출물을 처리하여 확인하였는데, 그 결과 figure 12에 

보여진 것과 같이 eotaxin-1 생성량은 캘러스 추출물 처리 농도에 의존적으로 

감소하는 것을 확인할 수 있었다. 특히 100 μg/mL의 농도에서 약 70%의 높은 

저해 활성을 보이는 것으로 확인되었다.  

Eotaxin-1의 경우는 염증뿐만 아니라 아토피 피부염 유발인자로도 알려져 

있어 이에 대한 생성 저해 활성은 아토피 피부염 치료제로서의 개발 가능성도 

시사한다고 볼 수 있어, 히로사키 캘러스 추출물의 경우는 아토피 피부염 치료제 

개발 원료로서의 가치도 높을 것으로 사료되었다. 
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Figure 12. Effect of Hirosaki callus extracts on eotaxin-1 production induced by IL-4 in 

NIH/3T3 cells. Data are expressed as means±S.D.. Significant differences compared 

with the positive control values (eotaxin-1 production induced by IL-4 in NIH/3T3 cells) 

are determined using Duncan’s test (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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요 약 

 

본 연구에서는 사과 품종 중 하나인 히로사키 캘러스 추출물의 화장품 

소재로서의 특성을 알아보기 위하여 히로사키 사과나무 줄기절편으로부터 

캘러스 유도/증식에 대한 적정조건을 확립하고, 이로부터 얻어진 캘러스의 

추출물을 이용하여 항산화 (DPPH radical 소거능), 주름개선 (세포내 콜라겐 

합성), 발모 (모유두 세포의 증식 효과), 미백 (세포내 멜라닌 생성억제), 항염 

(NO, COX-2, Eotaxin-1 생성억제) 등에 대한 기능성 화장품소재로써의 

특성에 대한 분석을 수행하였다.  

히로사키 줄기절편으로부터의 캘러스 유도는 0.1-1.0 mg/L 2,4-D와 0.1-

1.0 mg/L BA가 혼합처리 된 배지에서 양호하였으며, 유도된 캘러스는 노랗고 

부스러지기 쉬운 형태를 나타내었다. 그 중 0.5 mg/L 2,4-D와 1.0 mg/L BA가 

혼합처리 된 MS배지에서 캘러스 증식이 가장 우수하여, 추출물 제조를 위한 

캘러스의 유도/증식에는 0.5 mg/L 2,4-D와 1.0 mg/L BA를 혼합처리한 조건을 

사용하였다.  

히로사키 캘러스 추출물의 피부 효능은 항산화 활성의 경우 양성대조군인 

Trolox에 비해 낮은 DPPH radical 소거능을 나타내었으며, 이는 캘러스 추출물 

내의 폴리페놀 함량이 낮은 것과 연관이 있을 것으로 사료되었다. 또한 미백 

활성 실험에서도 마우스 B16 melanoma cell과 HeMn 세포에 대한 추출물의 

멜라닌 합성 저해 효과는 미비한 것으로 평가되었다. 하지만 캘러스 추출물의 

주름개선, 발모 및 항염 활성은 높은 것으로 확인되었다. 캘러스 추출물의 

인간유래 섬유아세포 내에서의 주름개선 활성에서는 50 μg/mL 농도에서 
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TGF-ß가 처리했을 때와 유사한 효과를 나타내었으며, 발모 활성 실험에서는 

사람의 모유두 세포 증식이 50 μg/mL 농도에서 약 40% 증가하여 높은 

효과를 나타내었다. 특히, 항염 활성 실험에서는 추출물의 NO 생성은 

저해효과는 미비하였지만, COX-2 발현저해와 eoxatin-1 생성저해에 높은 

활성을 나타내어 캘러스 추출물의 100 μg/mL 농도 수준으로 처리한 경우 

대조군에 비해 각각 약 50%와 약 70%의 저해활성을 나타내는 것으로 

확인되었다.  

이러한 결과로 볼 때, 히로사키 캘러스 추출물은 주름개선, 발모 및 항염에 

대한 효과가 높은 것으로 판단되었으며, 그에 따른 기능성 화장품 소재로서의 

개발 가치도 높은 것으로 사료되었다. 
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You only get one shot, do not miss your chance to blow. This opportunity comes once in a lifetime. 

 

감사의 글 

 

드디어 4 년 6 개월이 지나서야 졸업하게 되었습니다. 아무 것도 모를 학부 

1 학년 때 실험실에 들어가게 되어서 많은 경험을 하였고, 많은 분들을 알 수 

있었습니다. 그렇게 하기 싫었던 세미나 준비도, 봄마다 취나물 채취하러 다니던 

것도, 3 개월 동안 지독히도 안되었던 클로닝도, 결과가 궁금해서 새벽부터 

실험실에 나왔던 기억도 추억으로 남게 되었습니다.  

저를 딸처럼 생각해주시는 류기중 지도교수님과 이동선 교수님, 제가 

실험실에 들어갈 수 있게 해주시고 많은 걸 가르쳐주신 부경환 박사님과 이도승 

박사님, 박사님이라고 부르고 싶은 전경용 팀장님, 저 때문에 고생을 많이 하고 

있는 우진규(a.k.a. 장동건)님, 한참 나이 많은데도 저를 친구처럼 대해준 

단방맹과 주초이, 쿠엔, 내 귀여운 후배인 소희와 석훈이, 지현, 송이, 승남에게 

고마웠다고 말하고 싶습니다. 그리고 제가 힘들어할 때 위로해주었던 송인자 

박사님과 보화, 현아한테도 진심으로 고마움을 느낍니다. 이렇게 졸업할 수 있게 

도움을 주신 바이오스펙트럼 사장님과 회사 분들께 감사하며, 논문 쓰는 내내 

투정을 받아준 은경이(a.k.a. 솔메)와 표현은 하지 않지만 저 때문에 더 아프고 

힘들었을 가족들 사랑합니다. 

지난 3 년간 정말 많은 분들께 도움을 받았습니다. 너무나도 어렸고 

단단하지 못했던 그 때의 저를 아직까지도 걱정해주고 격려해준 분들께 감사의 

말을 전합니다. 
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